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Objetivos
O objetivo de partida do projeto inserido no Mestrado em Qu´ımica no Ramo de
Controlo da Qualidade e Ambiente englobava o estudo de uma mole´cula farma-
coterapeˆutica, imobilizada numa matriz de constituic¸a˜o totalmente inovadora,
com enfoque para a pre´-validac¸a˜o de me´todos de quantificac¸a˜o e qualificac¸a˜o de
conteu´do, dissoluc¸a˜o e estudo de estabilidade do primeiro lote piloto produzido.
A pre´-validac¸a˜o exigia portanto a auseˆncia de falhas anal´ıticas que pudessem
condicionar o desenvolvimento do produto. A pre´-validac¸a˜o dos me´todos de
conteu´do e dissoluc¸a˜o efetivavam uma das etapas para que a autorizac¸a˜o de
produc¸a˜o de um lote piloto fosse concedida. Apo´s produc¸a˜o do mesmo, os
objetivos prendiam-se com a realizac¸a˜o de um estudo de estabilidade para o
produto acabado, com o intuito de avaliar o seu desempenho e caracter´ısticas
f´ısico-qu´ımicas em armazenamento.
Resumo
A validac¸a˜o de me´todos anal´ıticos e estudos de estabilidade de medicamentos,
quer sejam eles inovadores ou na˜o, sa˜o etapas normativamente exigidas, fulcrais
no desenvolvimento e rotina de ana´lise para que se assegure com rigor a ma´xima
qualidade e seguranc¸a para o consumidor.
A dissertac¸a˜o apresentada divide-se em dois momentos. No primeiro mo-
mento sa˜o pre´-validados os me´todos de conteu´do e de dissoluc¸a˜o para a formu-
lac¸a˜o, centrados na ana´lise qu´ımica por cromatografia l´ıquida de alta pressa˜o
e num segundo momento, apo´s produc¸a˜o do primeiro lote piloto da nova fo´r-
mula farmaceˆutica, com a realizac¸a˜o dos respetivos estudos de estabilidade nos
tempos de libertac¸a˜o, um meˆs e um meˆs e meio.
O ponto de partida para o desenvolvimento dos me´todos anal´ıticos foram
os me´todos anal´ıticos o fornecedor da substaˆncia ativa.
O desenvolvimento dos me´todos propostos para o projeto foram desenvol-
vidos a partir das especificac¸o˜es da monografia ind´ıvidual do pr´ıncipio ativo, do
Ingleˆs: Drug master file (DMF) e seguindo as especificac¸o˜es exigidas nas normas
europeias e internacionais para certificac¸a˜o e autorizac¸a˜o de venda do produto
no mercado.
Os resultados aprovam a pre´-validac¸a˜o dos me´todos de conteu´do e dissolu-
c¸a˜o. Estes u´ltimos, cumprem as especificac¸o˜es das autoridades nos resultados
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de cada teste realizado.
Os resultados dos testes de estabilidade, baseados no perfil de libertac¸a˜o
da substaˆncia ativa, permitiram identificar problemas pass´ıveis de modificar do
ponto de vista gale´nico tornando desta forma a formulac¸a˜o mais robusta e
contornando resultados que poderiam surgir numa fase mais avanc¸ada do de-
senvolvimento do produto.
Palavras-chave:
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cos; Cromatografia l´ıqu´ıda de alta pressa˜o; Estudos de estabilidade
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Abstract
The validation of analytical methods and drug stability studies, whether inno-
vative or not, are central steps required on the development and routines of
analysis in order to ensure high quality and safety for the consumer.
The presented thesis is divided in two parts. On the first part is pre-validated
a content and dissolution method for the galenical formulation, focused on high
pressure liquid chromatography chemical analysis. On the second part, after the
manufacturing of the first pilot batch under the new pharmaceutical form, were
carried out its respective stability studies for zero months; one month, and one
and an half months.
The starting point for the development of analytical methods were the analy-
tical methods the supplier of the active substance
The development of proposed methods for the project were developed from
the active substance drug master file specifications, DMF and under the require-
ments of the national and international guidelines for accreditation and market
approval of the product.
The results confirm the approval of the assay and dissolution pre-validation
methods, and comply the authorities specifications on the required results of
each test performed.
The stability tests results, based on the dissolution profile, have highlighted
some problems that should be modified on the galenic point of view. These
improvement opportunities would contribute to develop a more robust formu-
lation, and to anticipate some problems which could arise at later steps of the
product development.
Keywords:
Pharmaceutical industry; Innovative formulations; Validation of analytical methods;
High pressure liquid chromatography; Stability studies
vPreaˆmbulo
A dissertac¸a˜o apresentada, foi realizada nos laborato´rios de investigac¸a˜o e de-
senvolvimento anal´ıtico e gale´nico da empresa Bluepharma - Indu´stria Farma-
ceˆutica S.A, situada em Sa˜o Martinho do Bispo, concelho e distrito de Coimbra
e resume o trabalho desenvolvido no aˆmbito da disciplina de Projeto Industrial
do segundo ano do mestrado em Qu´ımica, Ramo de Controlo da Qualidade,
ministrado pelo Departamento de Qu´ımica da Faculdade de Cieˆncias e Tec-
nologia da Universidade de Coimbra. A atividade desenvolvida possibilitou o
contacto direto com a Indu´stria Farmaceˆutica, em a´reas como investigac¸a˜o,
desenvolvimento e controlo da qualidade em rotina que permitiram uma evolu-
c¸a˜o profissional muito relevante nestas u´ltimas, com enfoque particular para o
desenvolvimento e estudo de estabilidade de fa´rmacos.
A presente dissertac¸a˜o, foca o seu principal interesse na validac¸a˜o de me´to-
dos anal´ıticos para uma formulac¸a˜o oral totalmente inovadora, encontrando-se
dividido em cinco cap´ıtulos. A Introduc¸a˜o, no cap´ıtulo I, apresenta o propo´-
sito da presente dissertac¸a˜o bem como o enquadramento da mesma na empresa
onde foi realizada. O cap´ıtulo II incide sobre a fundamentac¸a˜o teo´rica de su-
porte aos objetivos da dissertac¸a˜o. O terceiro cap´ıtulo descreve as metodologias
utilizadas para a obtenc¸a˜o dos resultados aos ensaios realizados. No cap´ıtulo
IV, sa˜o apresentados e discutidos os resultados obtidos, e nos V e VI cap´ıtulos,
sa˜o retiradas concluso˜es acerca dos resultados alcanc¸ados, melhorias propostas
e perspetivas futuras no aˆmbito do projeto desenvolvido.
Ao longo de toda a dissertac¸a˜o, por princ´ıpio interno da empresa, a codifi-
cac¸a˜o do projeto assenta na designac¸a˜o da tecnologia de entrega de fa´rmacos,
BlueOS. A sigla BlueOS SA traduz a mole´cula de substaˆncia ativa utilizada
como padra˜o, da mesma forma a que BlueOS FR traduz a mole´cula de substaˆn-
cia ativa na formulac¸a˜o farmaceˆutica - substaˆncia ativa e matriz de excipientes
- a constituic¸a˜o desta u´ltima, de cara´cter totalmente inovador, e´ omissa sob
protec¸a˜o industrial.
No sentido de facilitar a transfereˆncia de valores nume´ricos entre os progra-
mas de ca´lculo utilizados (folha de ca´lculo MS Ecxel) para o texto, optou-se por
substituir a virgula (,) pelo ponto (.) como separador decimal na representac¸a˜o
dos nu´meros reais, bem como optado pelo formato cient´ıfico abreviado onde
1.5E − 03 representa o valor de 1.5× 10−3 (0.0015).
No que se refere a` apresentac¸a˜o de estimativas, sempre que necessa´rio, estas
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sa˜o apresentadas sob a forma de valor central seguidas da respetiva estimativa
de dispersa˜o (erro padra˜o), apresentada sob a forma de valor intercalado por
pareˆntesis curvos, ex: 15.23 (0.12) ou com o respetivo intervalo de confianc¸a
(IC) a 95 % sob a forma de 15.23 ±[0.20].
Sem preju´ızo ao disposto acima, a Bluepharma reserva-se ao direito de pro-
tec¸a˜o do produto em questa˜o pelo que, na presente dissertac¸a˜o, sa˜o omissas
todas e quaisquer designac¸o˜es, que a empresa julgue necessa´rias, dissipando
desta forma qualquer tentativa de co´pia indevida ou perda de sigilo de proprie-
dade industrial.
Nomenclatura
b0 Ordenada na origem (curva de calibrac¸a˜o de primeiro grau)
b1 Declive da reta de calibrac¸a˜o (coeficiente de sensibilidade)
m Me´dia
sv Desvio Padra˜o
abs Absorvaˆncia
ACN Acetonitrilo
As Fator de assimetria
DAD Detetor de Fotodiodos, do Ingleˆs: Diode Array Detector
dm Me´dia das diferenc¸as
DMF do Ingleˆs: Drug Master File
DMF do Ingleˆs: Drug Master File
FDA do Ingleˆs: Food and Drug Administration
FR Fo´rmula Reconstituida
GMP Boas Pra´ticas de Fabrico, do Ingleˆs: Good Manufacturing Pratices
HPLC Cromatografia l´ıquida de alta pressa˜o, do Ingleˆs: High Pressure Liquid
Chromatography
HR Hu´midade Relativa
IC Intervalo de confianc¸a
ICH do Ingleˆs: International Conference on Harmonisation
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ISO do Ingleˆs: International Standard Organization
k’ Fator de capacidade
MRF Me´dia de Fatores de Resposta
N Nu´mero de pratos teo´ricos
n Nu´mero de amostras analisadas
OHSAS do Ingleˆs: Occupational Health and Safety Assessment Services
p-value Valor de Prova
pH Poteˆncial Hidrogenio´nico
Q Quantidade de substaˆncia ativa dissolvida
QA Garantia da Qualidade, do Ingleˆs: Quality Assurance
QC Controlo da Qualidade, do Ingleˆs: Quality Control
R Recuperac¸a˜o
RF Fator de resposta, do Ingleˆs: Responce factor
Rs Resoluc¸a˜o
RSD Desvio padra˜o relativo, do Ingleˆs: Relative Standard Deviation
S/R Raza˜o Sinal/Ru´ıdo
s2 Variaˆncia (n<50)
SA Substaˆncia ativa
SOP Procedimento operacional padra˜o, do Ingleˆs: Standard Operating Pro-
cedure
tM Tempo morto
tR Tempo de retenc¸a˜o
USP United States Pharmacopeia
UV Ultravioleta
ws Padra˜o, do Ingleˆs: Working Standard
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Cap´ıtulo 1
Introduc¸a˜o
1.1 Bluepharma, Indu´stria Farmaceˆutica, S.A
A Bluepharma e´ uma empresa da indu´stria farmaceˆutica que tem por missa˜o a
investigac¸a˜o, o desenvolvimento, o fabrico e a comercializac¸a˜o de medicamen-
tos, que se destaca no patamar nacional e internacional pelos seus padro˜es de
exceleˆncia, comprometendo-se a garantir na˜o so´ a qualidade dos seus produtos,
mas tambe´m a promoc¸a˜o e protec¸a˜o ao n´ıvel da seguranc¸a interna dos seus
colaboradores e do meio ambiente, figura 1.1. E´, por isto, uma empresa de
topo em inovac¸a˜o, competitividade e responsabilidade social certificada pelos
mais altos organismos de acreditac¸a˜o Europeus e Internacionais e a u´nica em
Portugal certificada pela “Food and Drugs Administration” (FDA).
A Bluepharma implementou, internamente, um completo e robusto sistema
de Qualidade, Ambiente, Higiene e Seguranc¸a, suportado pelas normas“Interna-
tion Standard Organization” ISO (ISO9001, ISO14001), “Occupational Health
and Safety Assessment Services”, OHSAS (OHSAS18001) e as boas pra´ticas
de fabrico, “Good Manufacturing Pratices”, GMP, sendo ainda auditada quase
mensalmente por clientes e visitada por dezenas de organizac¸o˜es governamen-
tais e acade´micas. O circuito interno da empresa e´ iniciado no desenvolvimento
de nego´cio e termina no despacho em armaze´m dos produtos produzidos. Os
conceitos ba´sicos de garantia da qualidade, boas pra´ticas de fabrico e controlo
da qualidade,“Quality Assurance”(QA),“Good manufacturing pratices”(GMP),
e “Quality Control” (QC), respetivamente, esta˜o interligados.
Toda a organizac¸a˜o, incluindo documentac¸a˜o, registos e procedimentos, que
comprovem a conformidade e a rastreabilidade de todos os processos, e´ contro-
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lada, auditada e certificada, exportando a credibilidade dos resultados anal´ıticos
alcanc¸ados. Neste sentido, qualquer me´todo ou procedimento que e´ utilizado
para avaliar desde a mate´ria-prima ao produto final, em desenvolvimento ou ja´
comercializado, e´ validado de forma a demonstrar que os resultados obtidos sa˜o
adequados para o fim a que se destinam.
Figura 1.1: Bluepharma, Indu´stria Farmaceˆutica S.A.
Cap´ıtulo 2
Fundamentac¸a˜o teo´rica
Os medicamentos sa˜o apresentados ao pu´blico com uma determinada forma,
apo´s um longo processo de investigac¸a˜o e um rigoroso processo de produc¸a˜o.
A essa forma de apresentac¸a˜o do produto designamos habitualmente por forma
farmaceˆutica, ou seja, “O estado final que as substaˆncias ativas ou excipientes
apresentam depois de submetidas a`s operac¸o˜es farmaceˆuticas necessa´rias, a
fim de facilitar a sua administrac¸a˜o e garantindo o efeito terapeˆutico desejado”
(Decreto-Lei nº 176/2006 de 30 de Agosto). Substaˆncia ativa e´ “qualquer
substaˆncia ou mistura de substaˆncias destinada a ser utilizada no fabrico de um
medicamento e que, quando utilizada no seu fabrico, se torna um princ´ıpio ativo
desse medicamento, destinado a exercer uma ac¸a˜o farmacolo´gica, imunolo´gica
ou metabo´lica com vista a restaurar, corrigir ou modificar func¸o˜es fisiolo´gicas
ou a estabelecer um diagno´stico me´dico” (Decreto-Lei nº 176/2006 de 30 de
Agosto). Excipiente e´ “qualquer componente de um medicamento, que na˜o a
substaˆncia ativa e o material da embalagem” (Decreto-Lei nº 176/2006 de 30
de Agosto).
2.1 Formulac¸o˜es de cara´cter inovador
Muitas indu´strias farmaceˆuticas teˆm direcionado a sua a´rea de investigac¸a˜o para
o desenvolvimento de novos sistemas de entrega de fa´rmacos inovadores. No
caso de medicamentos destinados a doentes geraa´tricos, pedia´tricos ou psi-
quia´tricos a forma farmaceˆutica deve corresponder a`s necessidades particulares
destes doentes. A cont´ınua procura por formas farmaceˆuticas mais inovado-
ras e´ uma constante nas indu´strias farmaceˆuticas no mundo pois determinam
3
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a libertac¸a˜o, a absorc¸a˜o corporal dos fa´rmacos e o seu consequente efeito far-
macoterapeˆutico. A tecnologia de filmes orodispers´ıveis chega com a promessa
de revolucionar a forma de administrac¸a˜o de fa´rmacos, suprimindo necessidades
particulares dos doentes e respondendo dessa forma a necessidades me´dicas na˜o
satisfeitas.
2.1.1 Filmes orais
Os filmes orais surgem na de´cada de 70 como uma alternativa a`s formas far-
maceˆuticas convencionais (comprimidos e ca´psulas) que podem ser dif´ıceis de
deglutir por alguns doentes (ex: idosos, crianc¸as). Uma das maiores vanta-
gens dos filmes orais e´ sem du´vida a ra´pida dissoluc¸a˜o na cavidade oral sem a
necessidade de a´gua ou mastigac¸a˜o e a sua facilidade de administrac¸a˜o [1, 2].
Os filmes orais teˆm sido apontados como uma das abordagens mais pro-
missoras como sistema para administrac¸a˜o farmacolo´gica, com uma aceitac¸a˜o
muito considera´vel dos pacientes e evidente sucesso econo´mico para as indus-
trias produtoras [3]. Sendo uma forma farmaceˆutica de cara´cter inovador, ha´
uma considera´vel falta de informac¸a˜o dispon´ıvel e os estudos quer ao n´ıvel de in-
vestigac¸a˜o e desenvolvimento da formulac¸a˜o, quer ao n´ıvel do desenvolvimento
de me´todos anal´ıticos relacionados, sa˜o muito limitados ou, nalguns aˆmbitos
espec´ıficos, inexistentes. De acordo com Borges et al. 2015, no dom´ınio far-
maceˆutico ainda existe uma considera´vel falta de orientac¸a˜o para a fabricac¸a˜o,
caracterizac¸a˜o e controle de qualidade dos filmes orais [3]. Desta forma, quais-
quer avanc¸os no desenvolvimento e validac¸a˜o de me´todos anal´ıticos aplicados a
esta forma farmaceˆutica, sera˜o muito importantes ao n´ıvel acade´mico e indus-
trial [3, 4].
O maior entrave encontrado na produc¸a˜o de filmes orais e´ a complexidade
da matriz que os constitui. A quantidade de excipientes, essencialmente pol´ıme-
ros, com que a matriz e´ carregada, exponenc´ıa as interac¸o˜es intra-moleculares
entre estes e a Substaˆncia Ativa (SA) ou mesmo entre si, o que inevitavelmente
dificulta o desenvolvimento do me´todo anal´ıtico. De acordo com Rahamatullah
et al., 2011, este componente da matriz deve constituir entre 60 - 65 % da
formulac¸a˜o para que se obtenham as propriedades desejadas [5]. A estes u´lti-
mos juntam-se ainda estabilizadores, corantes, mascaradores de sabor, aromas e
estimulantes salivares [3, 5]. Em termos comparativos, as formas farmaceˆuticas
normais, possuem um terc¸o, ou noutros casos, menos de um terc¸o do nu´mero
de excipientes necessa´rios para uma formulac¸a˜o orodispers´ıvel.
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2.1.2 Importaˆncia e perspetiva comercial
Recentemente, as maiores companhias farmaceˆuticas ao n´ıvel mundial, reco-
nheceram o potencial inerente a` tecnologia dos filmes orais, vislumbrando a
pano´plia de possibilidades de substituic¸a˜o das formas farmaceˆuticas atuais, que
apresentam pouca aceitac¸a˜o por parte de alguns doentes [4]. De facto a rejeic¸a˜o
de alguns medicamentos por parte dos doentes com base em dificuldades na sua
administrac¸a˜o representaram perdas para a indu´stria do ramo estimadas entre
77 a 300 bilio˜es de do´lares por ano nos USA. A figura 2.1, apresenta a cadeia
de evoluc¸a˜o da tecnologia dos filmes orais [4, 6].
Figura 2.1: Filmes orais, evoluc¸a˜o e perspetivas comerciais [3].
Um relato´rio de Mercado elaborado pelo IBISWorld refere um crescimento
de 30 % no mercado dos filmes orais entre 2007 e 2012 traduzido em ganhos
de cerca de 1 bilia˜o de do´lares [7]. Este facto e´ facilmente explicado pela
clareza das tendeˆncias de mercado voltadas para a importaˆncia da reformulac¸a˜o
de fa´rmacos no sentido de formas farmaceˆuticas que favorec¸am a adesa˜o do
doente a` terapeˆutica. Posto isto, os filmes orais emergem como uma excelente
oportunidade para as industrias farmaceˆuticas com vista a` extensa˜o dos ciclos
de vida dos produtos que se encontrara˜o expostos a` concorreˆncia de gene´ricos
[3].
2.2 Cromatografia l´ıquida de alta eficieˆncia
A cromatografia, do grego “chroma”, cor e ”grafein”, grafia, e´ uma te´cnica de
ana´lise que permite realizar a separac¸a˜o, identificac¸a˜o e quantificac¸a˜o de espe´-
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cies qu´ımicas e que ocupa um lugar de destaque entre os me´todos anal´ıticos
modernos. E´ um me´todo f´ısico-qu´ımico, fundamentado na migrac¸a˜o diferencial
dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interac¸o˜es
entre duas fases imisc´ıveis, uma fase fixa, superficial, chamada fase estaciona´-
ria e outra que se move atrave´s da fase estaciona´ria, designada por fase mo´vel
[8]. A te´cnica de ana´lise cromatogra´fica de alta pressa˜o, “High Presure Liquid
Chromatography” (HPLC), e´ hoje em dia uma poderosa ferramenta na a´rea
da qu´ımica anal´ıtica, aplicada em todos os campos acade´micos e industriais,
com um enfoque muito particular na indu´stria farmaceˆutica, onde se estende
desde a investigac¸a˜o e desenvolvimento ao controlo da qualidade na produc¸a˜o
de fa´rmacos [9].
2.2.1 Fundamentos teo´rico-pra´ticos
O termo cromatografia foi introduzido pela primeira vez por Mikhael Semeno-
vich Tswett em 1903 para descrever as zonas coloridas que se moviam dentro
de uma coluna, mas apenas treˆs de´cadas depois foi reintroduzida e aplicada,
valendo a James and Martin, em 1952, o Pre´mio Nobel da qu´ımica [8, 10, 11].
A te´cnica de HPLC e´ a primeira, capaz de analisar desde mole´culas simples,
a misturas complexas. Esta variante da cromatografia l´ıquida foi desenvolvida
por Horva´th em 1970, pela combinac¸a˜o de bombas de alta pressa˜o (≈ 2000
psi) e colunas de empacotamento fortalecidas. Nas de´cadas seguintes foram
despoletados avanc¸os exponenciais na te´cnica com o desenvolvimento de novos
instrumentos mais sens´ıveis e ao mesmo tempo mais robustos, como bombas
de pressa˜o mais alta, detetores mais sens´ıveis e colunas de diferentes materiais
de empacotamento [11]. Na ana´lise por HPLC, apenas se coloca um pressu-
posto: a capacidade de dissoluc¸a˜o do analito num l´ıquido. Qualquer mole´cula
que assuma esta caracter´ıstica pode ser analisada, mesmo estando presente em
concentrac¸o˜es trac¸o na matriz, que podem ir ate´ a` grandeza de uma parte por
trilia˜o [12, 13].
A cromatografia l´ıquida de alta pressa˜o pode ser realizada em duas con-
dic¸o˜es no que diz respeito a` natureza da fase mo´vel e da fase estaciona´ria,
cromatografia de fase normal e cromatografia de fase reversa.
 Cromatografia de fase normal: A cromatografia de fase normal caracteriza-
se pelo uso de fases estaciona´rias polares e fases mo´veis na˜o polares (como
por exemplo o Benzeno) e e´ usada quando o componente a separar e´ equi-
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tativamente polar. Quanto maior a polaridade de um componente, maior
a forc¸a de adsorc¸a˜o e consequentemente, maior o tempo de retenc¸a˜o,
ja´ que por afinidade com a fase estaciona´ria, as mole´culas mais polares
eluira˜o em u´ltimo [14].
 Cromatografia de fase reversa: A cromatografia de fase reversa, utiliza
fases estaciona´rias na˜o polares e fases mo´veis polares (soluc¸o˜es tamponi-
zadas, soluc¸o˜es aquosas misc´ıveis com solventes orgaˆnicos, como metanol
ou acetonitrilo. Nesta condic¸a˜o as mole´culas polares eluem primeiro, ou
seja o seu tempo de retenc¸a˜o e´ menor, enquanto as mole´culas de natu-
reza na˜o polar sa˜o mais retidas [14]. Por outro lado, o tipo de eluic¸a˜o
das mole´culas em ana´lise tambe´m pode ser manipulado mediante o inte-
resse anal´ıtico. Na eluic¸a˜o do tipo isocra´tica apenas uma composic¸a˜o de
fase mo´vel entra no sistema e as condic¸o˜es cromatogra´ficas manteˆm-se
constantes ao longo do tempo. Num me´todo de eluic¸a˜o por gradiente a
composic¸a˜o da fase mo´vel muda ao longo da eluic¸a˜o em termos propor-
cionais, por mistura de um ou mais solventes [15].
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2.2.2 Equipamento de Cromatografia L´ıquida
Um aparelho cromatogra´fico e´ constitu´ıdo, independentemente do objetivo ana-
l´ıtico para o qual e´ utilizado, por instrumentac¸a˜o comum, a qual pode e deve ser
manipulada em func¸a˜o do tipo de ana´lise, analito, ou matriz, no sentido de au-
mentar a sensibilidade e eficieˆncia da ana´lise. Os componentes que constituem
um sistema de HPLC, encontram-se representados na figura 2.2 e podem ser
divididos entre componentes instrumentais e componentes qu´ımicos. As bom-
bas, o injetor, a coluna, o detetor e o sistema de processamento de dados, sa˜o
conhecidos como os componentes instrumentais do sistema, ja´ as fases, mo´vel e
estaciona´ria, intrinsecamente ligadas a` coluna, definem a componente qu´ımica
do mesmo [14, 16, 17].
Figura 2.2: Representac¸a˜o esquema´tica de um aparelho de HPLC. Legenda: 1-
Reservato´rios de Solventes; 2- Desoxigenador de solventes; 3- Va´lvula de gradi-
ente; 4- Vaso de mistura e distribuic¸a˜o da fase mo´vel; 5- Bomba de alta-pressa˜o;
6- Va´lvula de comutac¸a˜o em“posic¸a˜o de injec¸a˜o”; 6´- Va´lvula de comutac¸a˜o em
“posic¸a˜o de carga”; 7- Loop de injec¸a˜o de amostra; 8- Pre´-coluna; 9- Coluna;
10- Detetor; 11- Sistema de aquisic¸a˜o de dados; 12- Reservato´rio de efluentes
residuais. [Adaptado de: 13, 14].
1. Bomba: A bomba promove um fluxo constante e cont´ınuo da fase mo´vel
atrave´s do sistema. A pressa˜o a que a bomba se encontra e´ de extrema
importaˆncia ja´ que nos elucida para a estabilidade da coluna e para a
conformidade dos canais do sistema. [14, 18].
2. Coluna e forno: A coluna cromatogra´fica e´ o corac¸a˜o de um equipa-
mento de HPLC, pois e´ o u´nico dispositivo do sistema cromatogra´fico
que promove, efetivamente, a separac¸a˜o da mistura. O interior da co-
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luna conte´m a fase estaciona´ria e possui uma pano´plia de caracter´ısticas
adapta´veis ao tipo de ana´lise, com o objetivo de exponenciar a efica´cia
e a sensibilidade da ana´lise [14]. Tipicamente, as colunas de HPLC, sa˜o
geralmente classificadas de acordo com o material interior, tambe´m co-
nhecido como enchimento. Uma vez intrinsecamente ligada a` componente
qu´ımica do equipamento, ja´ que acolhe no seu interior a fase estaciona´ria,
o paraˆmetro, caracter´ısticas das colunas de HPLC, sera´ desenvolvida mais
a` frente [16]. O forno e´ o espac¸o f´ısico que alberga a coluna e promove a
temperatura adequada a` ma´xima performance da coluna cromatogra´fica
[14].
3. Injetor: A amostra e´ recolhida do vial, pela agulha do sistema de injec¸a˜o
e introduzida mecanicamente no fluxo da fase mo´vel onde sera´ posterior-
mente separada, ja´ no interior da coluna. Os sistemas atuais conteˆm ja´
auto-injetores que evitam a injec¸a˜o manual. O injetor deve ainda ter a ca-
pacidade f´ısica e mecaˆnica para suportar as presso˜es inerentes ao sistema
[18].
4. Detetor: E´ a ferramenta de registo cont´ınuo das propriedades f´ısicas e por
vezes qu´ımicas do efluente da coluna. O detetor permite a visualizac¸a˜o
da posic¸a˜o dos componentes elu´ıdos, dados que sa˜o de seguida enviados
para um sistema de aquisic¸a˜o. Os primeiros detetores a serem acoplados
a sistemas de HPLC eram detetores UV (ultravioleta), sendo ainda hoje
os mais comuns; de entre estes os detetores de fotodiodos, “diodo array
detector” (DAD) cuja aquisic¸a˜o e´ realizada com base num varrimento de
um intervalo amplo de comprimentos de onda. Esta e´ a caracter´ıstica mais
interessante dos DAD ja´ que numa u´nica ana´lise podemos identificar va´rios
compostos com absorc¸a˜o em comprimentos de onda diferentes [16,18].
5. Recolha de dados: A recolha de dados e´ realizada por um computa-
dor, acoplado ao sistema de HPLC, equipado com software espec´ıfico de
tratamento de dados [14].
Os componentes qu´ımicos de um sistema de HPLC, nomeadamente, as fases
mo´vel e estaciona´ria, sa˜o aqueles que fisicamente interagem com o analito e
portanto representam uma importaˆncia acrescida. A coluna de HPLC, como
referido anteriormente, e´ o espac¸o que alberga a fase estaciona´ria. O material
de empacotamento, tipo e quantidade de ligantes que o compo˜em, definem
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o tipo de separac¸a˜o cromatogra´fica a ser efetuada. Na cromatografia l´ıquida
existem uma pano´plia de fases estaciona´rias, sendo as mais comuns constitu´ıdas
de s´ılica. Na cromatografia de fase normal, a s´ılica apresenta ligantes de cadeias
carbonadas desde C8 a C18 ou grupos fenil; na cromatografia de fase reversa a
s´ılica apresenta-se ligada a cadeias com grupos ciano, aminas ou dio´is. A fase
mo´vel e´ o l´ıquido bombeado para o interior da coluna que efetua o transporte da
amostra ao longo desta promovendo a separac¸a˜o componentes da mesma. As
composic¸a˜o da fase mo´vel e´ determinante para para a separac¸a˜o cromatogra´fica
e migrac¸a˜o de compostos [16,18].
2.2.3 Paraˆmetros de avaliac¸a˜o cromatogra´fica
Um cromatograma e´ a traduc¸a˜o f´ısica da medic¸a˜o do detetor ao efluente da
coluna, uma representac¸a˜o gra´fica da concentrac¸a˜o do analito em func¸a˜o do
tempo ou do volume de eluic¸a˜o. A partir de um cromatograma sa˜o extra´ıdos uma
se´rie de paraˆmetros fundamentais para comprovar a veracidade, especificidade
e sensibilidade da ana´lise quantitativa e qualitativa realizada. A figura 2.3,
representa uma zona aleato´ria de um cromatograma onde pode observar-se a
separac¸a˜o de dois sinais cromatogra´ficos.
Figura 2.3: Representac¸a˜o esquema´tica de separac¸a˜o cromatogra´fica de duas
substaˆncias ativas. Legenda: tM (tempo morto); tR (tempo de retenc¸a˜o) ; h
(altura do sinal cromatogra´fico); h2 (meia-altura do sinal cromatogra´fico); W
(largura do sinal cromatogra´fico na linha de base); Wh
2
(largura a meia-altura
do sinal cromatogra´fico). Adaptado de: [20, 22].
1. Tempo morto (tM): tempo necessa´rio a partir do ponto de injec¸a˜o para
eluir um sinal cromatogra´fico de um componente na˜o retido na coluna
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[14, 30].
2. Tempo de retenc¸a˜o (tR): O intervalo de tempo entre a absorc¸a˜o ma´xima
do sinal cromatogra´fico e o tempo em que e´ realizada a injec¸a˜o, designa-
se por tempo de retenc¸a˜o (tR). O tempo de retenc¸a˜o e´ provavelmente o
paraˆmetro mais utilizado como descritor do comportamento do analito e
da sua presenc¸a na amostra e o que mais facilmente e´ calculado [14, 30].
3. Fator de capacidade (k′): O fator de capacidade, vulgarmente conhecido
como k’, e´ o resultado da medida de distribuic¸a˜o da amostra (analito)
entre a fase mo´vel e a fase estaciona´ria, demonstrando a sua afinidade
pelas mesmas [16]. A equac¸a˜o 2.1 descreve a fo´rmula de ca´lculo do fator
de capaciad:
k′ =
tR − tM
tM
(2.1)
O valor de k’, na˜o e´ por norma tido em considerac¸a˜o em situac¸o˜es de
avaliac¸a˜o do desempenho e a ICH na˜o apresenta um valor m´ınimo para o
mesmo, no entanto, segundo a SOP interna, este valor devera´ ser superior
a 2 [21].
4. Nu´mero de pratos teo´ricos (N): O nu´mero de pratos teo´ricos e´ a me-
dida de desempenho da coluna cromatogra´fica [16]. Para valores de N
elevados, a equac¸a˜o 2.2 permite descrever um perfil de concentrac¸a˜o a`
sa´ıda da coluna do tipo distribuic¸a˜o gaussiana. De acordo com a ICH, o
nu´mero de pratos teo´ricos deve apresentar um valor superior a 2000, para
demonstrar um desempenho da coluna eficiente.
N = 16
(
tR
W
)2
= 5.54
(
tR
Wh
2
)2
(2.2)
5. Fator de assimetria (As): O fator de assimetria de um sinal cromato-
gra´fico, representa a medida de divergeˆncia deste da sua forma perfeita,
sendo esta a forma de um sinal cromatogra´fico de distribuic¸a˜o t´ıpica-
mente Gaussiana, onde As e´ igual a uma unidade. A assimetria do sinal
cromatogra´fico pode ser caracterizada de duas formas, o sinal cromato-
gra´fico apresenta“tailling”se a sua assimetria apresenta valores superiores
a` unidade, figura 2.4, ou“fronting”se a assimetria apresenta valores infe-
riores a` unidade [16, 20]. A assimetria de um sinal cromatogra´fico pode
calcular-se atrave´s da equac¸a˜o 2.3:
As =
W0.05
2f
(2.3)
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Para uma distribuic¸a˜o do sinal na forma Gaussiana, o valor para a assi-
metria do mesmo deve estar o mais pro´ximo poss´ıvel da unidade.
Figura 2.4: Representac¸a˜o de um sinal cromatogra´fico assime´trico. Legenda:
W0.05 (largura do sinal cromatogra´fico a uma altura de 5 %); f (espac¸o temporal
do sinal cromatogra´fico da linha central ao in´ıcio do sinal cromatogra´fico) [20].
6. Resoluc¸a˜o (Rs): Este paraˆmetro traduz a medida de separac¸a˜o entre dois
sinais cromatogra´ficos. A resoluc¸a˜o dos sinais cromatogra´ficos depende
de dois paraˆmetros operato´rios: a seletividade e a eficieˆncia da coluna.
Aumentando a eficieˆncia da coluna, os sinais cromatogra´ficos afastam-se,
aumentando a seletividade e mantendo-se a distaˆncia entre eles, tornando-
se no entanto, mais estreitos e afilados [21].
Rs = 1.18
(
tR2 − tR1
W1,h2
−W2,h2
)
(2.4)
De acordo com a Farmacopeia Europeia, a resoluc¸a˜o deve ser superior a
uma unidade e meia entre o sinal cromatogra´fico de interesse e o sinal
cromatogra´fico com poss´ıvel potencial de interfereˆncia (impureza, excipi-
entes, produtos de degradac¸a˜o, padra˜o interno, etc.) [16, 22].
7. Raza˜o Sinal/Ru´ıdo (S/R): A raza˜o sinal ru´ıdo e´ dos paraˆmetros mais cr´ı-
ticos na ana´lise ja´ que influeˆncia a precisa˜o da quantificac¸a˜o. A figura 2.5
apresenta dois cromatogramas que elucidam para uma situac¸a˜o aceita´vel,
a); e na˜o aceita´vel b); para a medida de ru´ıdo relativamente ao sinal cro-
matogra´fico respeitante ao analito. A inspec¸a˜o visual e´ muito importante
e pode ajudar a detetar precocemente o problema anal´ıtico [14, 22]
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Figura 2.5: Cromatogramas representativos da forma de medic¸a˜o do sinal e do
ru´ıdo [21].
Contudo, para ale´m da inspec¸a˜o visual, a medic¸a˜o quantitativa da raza˜o si-
nal/ru´ıdo, e´ calculada segundo a equac¸a˜o 2.5:
S
R
=
(
2H
h
)
(2.5)
A especificac¸a˜o existente para o valor de sinal/ru´ıdo e´, segundo a Farmaco-
peia Europeia, inferior a cinco unidades para me´todo de avaliac¸a˜o de conteu´do
e superior a dez unidades para avaliac¸a˜o de impurezas [17, 24].
2.3 Validac¸a˜o de me´todos anal´ıticos em HPLC
O desenvolvimento de me´todos anal´ıticos, desempenha um papel central na
descoberta e na produc¸a˜o de novas drogas e/ou produtos na indu´stria farma-
ceˆutica [23]. A caracterizac¸a˜o e quantificac¸a˜o de um fa´rmaco numa matriz e´
uma a´rea fulcral desde a investigac¸a˜o de uma nova droga a` sua caracterizac¸a˜o
em rotina, mais ainda, um ensaio de bioequivaleˆncia so´ e´ reconhecido pelas
autoridades competentes se passar por uma avaliac¸a˜o anal´ıtica devidamente va-
lidada [24]. A escolha do me´todo anal´ıtico apropriado para a caracterizac¸a˜o das
amostras em estudo, deve ter em considerac¸a˜o fatores como: o tipo de infor-
mac¸a˜o pretendida; a quantidade de amostra dispon´ıvel; a exatida˜o e a precisa˜o
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do me´todo anal´ıtico; as interfereˆncias anal´ıticas e o seu controlo; a existeˆncia
de poss´ıveis contaminac¸o˜es; o tempo e o custo necessa´rio para a ana´lise. Todas
estas varia´veis transformam o desenvolvimento numa das etapas mais desafi-
antes da produc¸a˜o de um medicamento inovador sendo que a dificuldade em
obter me´todos robustos, espec´ıficos e seletivos aumenta proporcionalmente com
a complexidade da matriz.
“A clean bill of health of public” [21]. A validac¸a˜o, e´ definida pelas normas
ISO, como “a medida de adequabilidade de um procedimento anal´ıtico para o
objetivo a que se propo˜e, trata-se, portanto de definir requisitos do me´todo e
confirmar que este possui capacidade de desempenho consistente com o que se
pretende da sua aplicac¸a˜o [25-28]. Um me´todo anal´ıtico so´ pode ser usado em
rotina, depois de validado. Muitas vezes e´ imposs´ıvel separar a etapa de desen-
volvimento da etapa de validac¸a˜o, ja´ que ambos esta˜o intimamente ligados [25].
A primeira confereˆncia sobre o tema “Analytical Methods Validation: Bioavai-
lability, Bioequivalence and Pharmacokinetic Studies”, decorreu em Washington
em 1990 e foi considerada como a pedra basilar desta tema´tica. Esta confereˆn-
cia, que reuniu pela primeira vez cientistas de todo o mundo, provenientes de
va´rias a´reas, desde a indu´stria ao meio acade´mico passando pelas entidades re-
guladoras. O resultado foi a elaborac¸a˜o de um relato´rio onde se sistematizaram
os princ´ıpios orientadores e recomendac¸o˜es a aplicar na validac¸a˜o de me´todos
anal´ıticos, pore´m, este sofreu durante os anos seguintes algumas modificac¸o˜es,
bem como a introduc¸a˜o da validac¸a˜o estat´ıstica dos resultados, aumentando a
veracidade e a fiabilidade da validac¸a˜o [29]. Uma de´cada mais tarde e´ elaborado
pela FDA um relato´rio com uma se´rie de orientac¸o˜es baseadas em outras con-
fereˆncias que decorreram no sentido de melhorar as normas de orientac¸a˜o para
a validac¸a˜o de me´todos anal´ıticos [30]. Atualmente, tanto o registo de novos
medicamentos, de formulac¸o˜es e/ou ana´lises de rotina do mesmo sa˜o regulados
por entidades europeias e internacionais que disponibilizam manuais de orienta-
c¸a˜o (Farmacopeia Europeia e Farmacopeia dos Estados Unidos), que compilam
as diretrizes a adotar nos processos de validac¸a˜o [30, 31].
Existem treˆs me´todos que e´ necessa´rio validar para comprovar a seguranc¸a
efetiva de um medicamento:
 O me´todo de identificac¸a˜o, desenvolvido com o propo´sito de qualificar
o analito na amostra, o que normalmente e´ avaliado por comparac¸a˜o de uma
propriedade da amostra (em HPLC, um espectro ou o comportamento cromato-
gra´fico da substancia ativa) com um padra˜o de refereˆncia da mesma substaˆncia;
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 O me´todo de impurezas, que visa avaliar e quantificar as impurezas na
amostra sejam elas decorrentes da degradac¸a˜o da substaˆncia ativa ou mesmo
da matriz, pelo tempo de vida do produto ou sujeic¸a˜o deste a condic¸o˜es menos
favora´veis.
 O me´todo de conteu´do, desenvolvido para quantificar o analito/substaˆncia
ativa na amostra, incluindo este u´ltimos,ensaios como a dissoluc¸a˜o ou conteu´dos
em conservantes/antioxidantes [32, 33].
2.3.1 Paraˆmetros de validac¸a˜o de me´todos anal´ıticos
De acordo com o respetivo propo´sito em causa, pode dizer-se que existem es-
sencialmente treˆs tipos de me´todos anal´ıticos que importa validar. A tabela
2.1, mostra quais os testes devem ser realizados de acordo com o me´todo em
execuc¸a˜o [32].
Tabela 2.1: Paraˆmetros a validar de acordo com o me´todo anal´ıtico em desen-
volvimento e validac¸a˜o [32].
Me´todo
Identificac¸a˜o
Impurezas
Conteu´do
Paraˆmetro Quantificac¸a˜o Limites
Exatida˜o - + - +
Precisa˜o
Repetibilidade - + - +
Precisa˜o Interme´dia - + (1) - +
Especificidade (2) + + + +
Limite de detec¸a˜o - - (3) + -
Limite de quantificac¸a˜o - + - -
Linearidade - + - +
Gama de trabalho - + - +
(+) caracter´ıstica normalmente avaliada;
(-) caracter´ıstica normalmente na˜o avaliada;
(1) nos casos em que a reprodutibilidade foi avaliada, na˜o e´ necessa´rio determinar a precisa˜o interme´dia;
(2) a falta de especificidade de um procedimento anal´ıtico pode ser compensada por outro procedimento anal´ıtico de suporte;
(3) pode ser necessa´rio em alguns casos;
Muita vezes, durante a validac¸a˜o podem ser necessa´rias alterac¸o˜es ao pro-
cedimento anal´ıtico, nestes casos e´ efetuada a sua revalidac¸a˜o. A revalidac¸a˜o
esta´ prevista na ICH relativa a me´todos anal´ıticos, e o espectro de paraˆmetros
a serem reavaliados sera´ ta˜o amplo quanto o impacto da alterac¸a˜o introduzida
ao me´todo [34, 35].
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Os paraˆmetros a serem avaliados no desenvolvimento/validac¸a˜o de um me´-
todo anal´ıtico sa˜o a Seletividade, a Linearidade, a Gama de trabalho, a Precisa˜o,
a Recuperac¸a˜o, o Limite de quantificac¸a˜o e de detec¸a˜o, a Robustez e a Estabi-
lidade das soluc¸o˜es.
2.3.1.1 Seletividade
Um me´todo diz-se seletivo quando possui “a capacidade de avaliar inequivo-
camente um analito na presenc¸a de outros componentes cuja presenc¸a e´ ex-
pecta´vel, estes incluem produtos de degradac¸a˜o, excipientes etc”. O intuito e´
distinguir e quantificar a resposta do analito alvo de outros compostos presentes
na matriz e calcular a percentagem de interfereˆncia destes na quantificac¸a˜o do
mesmo. Uma percentagem de interfereˆncia abaixo de dois pontos percentuais,
evidencia a auseˆncia de interfereˆncia de qualquer constituinte da formulac¸a˜o na
quantificac¸a˜o da substaˆncia ativa [36, 38]. O valor percentual da interfereˆncia e´
calculado atrave´s da fo´rmula 2.6, onde Cst representa o valor da concentrac¸a˜o
do padra˜o; Ast representa a a´rea do sinal cromatogra´fico padra˜o; AFR repre-
senta o valor da a´rea do sinal cromatogra´fico do padra˜o na fo´rmula reconstitu´ıda
e CRF representa o valor da concentrac¸a˜o do padra˜o na fo´rmula reconstitu´ıda.
Interfereˆncia(%) =
[(
Cst
Ast
× AFR
CFR
)
− 1
]
× 100 (2.6)
2.3.1.2 Linearidade
A linearidade corresponde a` capacidade do me´todo em fornecer resultados di-
retamente proporcionais a` concentrac¸a˜o do analito na amostra dentro de uma
determinada gama de trabalho [37]. A linearidade deve ser estabelecida usando
no m´ınimo cinco concentrac¸o˜es distintas de trabalho [36, 38]. Em termos es-
tat´ısticos, este paraˆmetro e´ avaliado atrave´s do ca´lculo da regressa˜o linear pelo
me´todo dos m´ınimos quadrados. Sa˜o calculados o declive, a ordenada na ori-
gem, o coeficiente de correlac¸a˜o (r) e a soma dos quadrados dos res´ıduos [37].
Para ale´m dos paraˆmetros enunciados atra´s, a linearidade deve ainda cumprir
um valor ma´ximo de treˆs pontos percentuais de desvio entre a reta e a origem
(y-intercec¸a˜o). Para calcular a percentagem de desvio usa-se a equac¸a˜o 2.7
onde y-intercec¸a˜o representa o valor da ordenada na origem (b) e abs (100 %),
representa o valor da absorvaˆncia me´dia da soluc¸a˜o com uma concentrac¸a˜o de
100 %.
Desvio(%) =
y − intrcec¸a˜o
Abs100%
× 100 (2.7)
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2.3.1.3 Gama de trabalho
A gama de trabalho de um procedimento anal´ıtico e´ o intervalo entre as concen-
trac¸o˜es ma´ximas e m´ınimas do analito na amostra que se podem quantificar com
um n´ıvel adequado de precisa˜o, exatida˜o e linearidade [39]. Segundo a ICH, sa˜o
especificados os seguintes intervalos m´ınimos para os diferentes estudos [32]:
 Conteu´do da substaˆncia ativa ou do produto acabado: 80 % - 120 % da
concentrac¸a˜o da amostra;
 Uniformidade de conteu´do: 70 % e 130 % da concentrac¸a˜o da amostra,
ou uma gama mais ampliada caso se justifique;
 Dissoluc¸o˜es: ± 20 % do intervalo especificado;
 Impurezas: desde o n´ıvel reportado da impureza ate´ 120 % da especifica-
c¸a˜o.
2.3.1.4 Precisa˜o e Exatida˜o
A precisa˜o de um me´todo anal´ıtico expressa o grau de concordaˆncia dos resulta-
dos obtidos em ensaios independentes de uma amostra em condic¸o˜es definidas
[32, 38, 39]. A precisa˜o deve ser avaliada em amostras homoge´neas e auteˆnticas
do produto para o qual o me´todo ira´ ser validado [35]. A precisa˜o e´ expressa
como desvio padra˜o (s) e desvio padra˜o relativo (RSD) [32, 38]. A expressa˜o de
desvio padra˜o e´ dada pela equac¸a˜o 2.8, onde x¯; corresponde a me´dia dos valores
individuais xi e a respetiva incerteza relativa estimada a partir da equac¸a˜o 2.9.
s =
√∑
(xi − x¯)2
n− 1 (2.8)
RSD% =
s
x¯
× 100 (2.9)
O intervalo de confianc¸a deve ser indicado neste paraˆmetro de validac¸a˜o
[41]. Este e´ calculado atrave´s da seguinte equac¸a˜o 2.10, onde R, representa do
valor da recuperac¸a˜o em cada n´ıvel da gama de trabalho, s, o desvio padra˜o,
4.30 traduz o valor de t-Student a um n´ıvel de probabilidade de 95 % (bilateral)
com 2 graus de liberdade e n, o nu´mero de amostras.
IC95 = R± s ∗ 4.30√
n
(2.10)
A estimativa de imprecisa˜o avalia a amplitude do erro aleato´rio associado ao
procedimento anal´ıtico, ou seja, a dispersa˜o dos resultados em torno do seu valor
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me´dio [41]. A precisa˜o pode ser avaliada a treˆs n´ıveis: repetibilidade, precisa˜o
interme´dia e reprodutibilidade [32].
 Repetibilidade: a repetibilidade expressa a precisa˜o nas mesmas condic¸o˜es
operacionais num curto intervalo de tempo. A repetibilidade deve ser
demonstrada de uma das seguintes formas [42]:
– nove determinac¸o˜es dentro da gama de trabalho do me´todo anal´ıtico,
por exemplo: treˆs concentrac¸o˜es diferentes ou treˆs replicas de cada
concentrac¸a˜o;
– seis determinac¸o˜es a 100% [32].
Exatida˜o: a exatida˜o expressa o grau de concordaˆncia entre o valor que e´ aceite
como um valor verdadeiro ou um valor de refereˆncia aceite e o valor encontrado,
sendo normalmente avaliado a partir da percentagem de recuperac¸a˜o [40].
2.3.1.5 Recuperac¸a˜o
Este paraˆmetro deve ser estudado em pelo menos treˆs concentrac¸o˜es diferentes
dentro da gama de trabalho, com treˆs replicas por cada concentrac¸a˜o. Conso-
ante o me´todo anal´ıtico, a recuperac¸a˜o efetua-se da seguinte forma:
 Conteu´do de substaˆncia ativa: deve analisar-se o analito de pureza conhe-
cida aplicando o procedimento anal´ıtico;
 Conteu´do de produto acabado: deve analisar-se a mistura de excipientes
da formulac¸a˜o com adic¸a˜o da substaˆncia ativa em causa (fo´rmula recons-
titu´ıda);
 Ana´lise de Impurezas: esta ana´lise deve ser feita atrave´s do processo de
adic¸a˜o das impurezas dispon´ıveis a` amostra [32, 40].
A recuperac¸a˜o e´ calculada atrave´s da fo´rmula 2.11, onde: Cref representa a con-
centrac¸a˜o real de cada amostra obtida pela pesagem efetuada (mg/mL); Cexp
representa a concentrac¸a˜o de cada amostra obtida atrave´s do me´todo anal´ıtico
(mg/mL). Neste paraˆmetro os intervalos de confianc¸a devem ser indicados:
Recuperac¸a˜o(%) =
cexp
cref
× 100 (2.11)
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2.3.1.6 Limite de detec¸a˜o e Limite de quantificac¸a˜o
O limite de detec¸a˜o de um procedimento anal´ıtico e´ a menor quantidade de
analito que e´ poss´ıvel detetar numa amostra. O limite de quantificac¸a˜o de um
procedimento anal´ıtico e´ a menor quantidade de analito que e´ poss´ıvel quanti-
ficar numa amostra com precisa˜o e exatida˜o [32, 38]. O limite de detec¸a˜o e de
quantificac¸a˜o podem ser estimados a partir de va´rias aproximac¸o˜es:
 Modelo baseado numa inspec¸a˜o/avaliac¸a˜o visual: o limite de detec¸a˜o con-
siste na ana´lise visual de uma amostra de concentrac¸a˜o conhecida e na
determinac¸a˜o do menor n´ıvel de concentrac¸a˜o no qual se consegue detetar
o analito com seguranc¸a, o limite de quantificac¸a˜o consiste na quantifi-
cac¸a˜o do menor n´ıvel de concentrac¸a˜o no qual se consegue quantificar
o analito com precisa˜o e exatida˜o, para uma amostra de concentrac¸a˜o
conhecida [32, 38].
 Modelo baseado na relac¸a˜o sinal/ru´ıdo: Em cromatografia costuma-se
avaliar os limiares anal´ıticos com base na relac¸a˜o sinal/ru´ıdo. O seu valo
e´ determinado por comparac¸a˜o de amostras de baixas concentrac¸o˜es de
analito com o branco, estabelecendo qual a concentrac¸a˜o m´ınima em
que o analito pode ser detetado e quantificado. Segundo a ICH, para o
limite de detec¸a˜o a raza˜o sinal/ru´ıdo devera´ ser de 3:1 e para o limite de
quantificac¸a˜o a raza˜o sinal/ru´ıdo deve ser de 10:1 [32, 35, 38].
 Modelo baseado em estimativas de dispersa˜o: os limites de detec¸a˜o e
quantificac¸a˜o podem ser determinados atrave´s dos resultados de desvio
padra˜o e declive, calculados com base nas equac¸o˜es 2.12 e 2.13.
DL =
3.3s
b1
(2.12)
QL =
10s
b1
(2.13)
Independentemente do me´todo usado para determinar os limites de quantifi-
cac¸a˜o, este deve ser validado com um nu´mero de amostras nas condic¸o˜es de
concentrac¸a˜o do limite de quantificac¸a˜o [39]. Um fator muito importante na
validac¸a˜o de me´todos anal´ıticos de impurezas e´ que o limite de quantificac¸a˜o
tem que ser menor ou igual ao limite a reportar [41]. Pelo que a determinac¸a˜o
deste u´ltimo e´ feita com base na dose dia´ria ma´xima do produto, como se pode
ver na tabela 2.2 [41].
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Tabela 2.2: Limite a reportar e quantificar considerando a dose terapeˆutica
ma´xima dia´ria [41].
Dose ma´xima dia´ria Limite para reportar
<1g 0.1%
>1g 0.05%
2.3.1.7 Robustez
A robustez de um me´todo anal´ıtico e´ uma medida que permite verificar que
pequenas variac¸o˜es nas condic¸o˜es do me´todo na˜o afetam o seu desempenho,
sensibilidade e precisa˜o. Isto e´, variac¸o˜es pequenas e deliberadas nos paraˆmetros
do me´todo na˜o afetam o resultado final (estimativa do teor) [32]. Este paraˆ-
metro deve ser avaliado durante a fase de desenvolvimento e deve demonstrar a
confianc¸a no me´todo anal´ıtico [32]. Em HPLC, pode-se estudar a influeˆncia do
pH na fase mo´vel, variac¸o˜es na composic¸a˜o da fase mo´vel, diferentes colunas,
temperatura e fluxo do me´todo anal´ıtico [35, 38].
2.3.1.8 Estabilidade das soluc¸o˜es
O objetivo do estudo da estabilidade das soluc¸o˜es padra˜o e amostras e´ estabe-
lecer um per´ıodo de tempo e condic¸o˜es de armazenamento que garantam que
as soluc¸o˜es na˜o sofrem alterac¸o˜es ou degradac¸o˜es [40]. Na ana´lise de conteu´do,
a estabilidade das soluc¸o˜es deve ser determinada com base na percentagem de
alterac¸a˜o do fator de resposta (RF=A´rea/Concentrac¸a˜o) (RF), atrave´s da fo´r-
mula 2.14, onde RFt = x traduz o fator de resposta em cada tempo e RFt = 0
traduz o fator de resposta no tempo inicial, isto e´, imediatamente apo´s prepa-
rac¸a˜o:
Alterac¸a˜o(%) =
(
RFt=x
RFt=0
× 100
)
− 100 (2.14)
Deve avaliar-se o valor me´dio de fatores de resposta (RF) em cada tempo
relativamente ao t= 0 horas, atrave´s do teste estat´ıstico t-Student para um IC
de 95 %.
2.3.1.9 Filtrac¸a˜o
As amostras devem ser filtradas, antes da sua ana´lise, com o intuito de reduzir
ao ma´ximo a participac¸a˜o dos excipientes e a sua interfereˆncia na quantificac¸a˜o
da substaˆncia ativa. Os testes de filtrac¸a˜o consistem no estudo da influeˆncia
que a filtrac¸a˜o podera´ ter na quantificac¸a˜o da amostra, com enfoque particular
para as impurezas a quantificar decorrentes da degradac¸a˜o da substaˆncia ativa.
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Desta forma, os filtros usados na˜o podem alterar a soluc¸a˜o em ana´lise, aspetos
verifica´veis no aumento ou diminuic¸a˜o das a´reas dos analitos alvo. Os resultados
devem ser analisados para cada tipo de filtro com base na quantificac¸a˜o da dife-
renc¸a entre me´dias obtidas quando comparadas as soluc¸o˜es filtrada e a soluc¸a˜o
na˜o filtrada e ainda o desvio da resposta da soluc¸a˜o filtrada relativamente a` da
soluc¸a˜o na˜o filtrada, atrave´s da equac¸a˜o 2.15, onde RFf= fator de resposta da
soluc¸a˜o filtrada e RFnf= fator de resposta da soluc¸a˜o na˜o filtrada [21, 38]:
Desvio(%) =
RFnf −RFf
RFnf+RFf
2
× 100 (2.15)
2.3.2 Crite´rios de aceitac¸a˜o para paraˆmetros de validac¸a˜o de me´-
todos anal´ıticos
A ICH, reporta os limites a considerar na avaliac¸a˜o de fa´rmacos definindo inter-
valos de recuperac¸a˜o para a substaˆncia ativa, quando avaliada de forma isolada,
por exemplo em situac¸o˜es de avaliac¸a˜o de desempenho do sistema, e produto
acabado, respeitante a` avaliac¸a˜o da formulac¸a˜o farmaceˆutica. A tabela 2.3,
apresenta as especificac¸o˜es para os resultados da avaliac¸a˜o destas u´ltimas para
metodologias de avaliac¸a˜o de conteu´do e dissoluc¸a˜o [32, 34, 35].
Tabela 2.3: Limites de aceitac¸a˜o para os paraˆmetros necessa´rios a` validac¸a˜o
anal´ıtica, onde SA e PA representam substaˆncia ativa e produto acabado, res-
petivamente [32].
N´ıvel Limites de Recuperac¸a˜o Precisa˜o do Repetibilidade
concentrac¸a˜o recuperac¸a˜o para conteu´do Sistema RSD
SA (%) (%) RSD (%) RSD (%) (%)
100%
PA SA PA SA PA SA PA SA
95 - 105 98 - 102 < 3 < 1.50 < 2 < 0.85 < 3 < 1.34
2.4 Estat´ıstica aplicada a` validac¸a˜o de me´todos ana-
l´ıticos
Existem dois grandes tipos de estat´ıstica, a Estat´ıstica Descritiva e a Estat´ıstica
Inferencial. A Estat´ıstica Descritiva e´ composta por me´todos que permitem a
organizac¸a˜o e compactac¸a˜o de informac¸a˜o. A utilizac¸a˜o de gra´ficos e tabe-
las e o ca´lculo de varia´veis descritivas relativas a uma determinada populac¸a˜o,
como me´dias (m), desvios padra˜o (sv) e percentis fazem parte da Estat´ıstica
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Descritiva. Por seu lado na Estat´ıstica Inferencial sa˜o utilizados me´todos que
permitem retirar concluso˜es acerca de uma populac¸a˜o atrave´s da ana´lise de ape-
nas uma pequena amostra dessa mesma populac¸a˜o. Na Estat´ıstica Inferencial,
relativa a uma amostra da populac¸a˜o, as varia´veis me´dia e desvio padra˜o, sa˜o
representadas por, x¯ e s, respetivamente.
Os dois tipos de estat´ıstica esta˜o interligados pois e´ fundamental a utilizac¸a˜o
das ferramentas descritivas para organizar e sumariar a informac¸a˜o obtida antes
de se poder aplicar as ferramentas da estat´ıstica inferencial [43].
O controlo estat´ıstico faz parte da Estat´ıstica Inferencial e permite reali-
zar uma ana´lise mais simples de va´rios resultados experimentais, possibilitando
ao utilizador a identificac¸a˜o dos paraˆmetros que realmente influenciam uma
medic¸a˜o, desprezando os fatores secunda´rios. Permite tambe´m a identificac¸a˜o
de valores obtidos atrave´s de processos que por algum motivo na˜o levaram a`
obtenc¸a˜o do valor mais correto. Qualquer trabalho experimental tem como ob-
jetivo fazer previso˜es com base em informac¸a˜o limitada e por essa raza˜o se faz
com frequeˆncia ana´lises estat´ısticas para testar o resultado das experieˆncias.
Os me´todos estat´ısticos sa˜o imensamente u´teis na tomada de deciso˜es sendo
por isso usados em diferentes a´reas, com enfoque particular para o Controlo de
Qualidade [44].
Um objetivo comum em muitos estudos e´ verificar se os dados obtidos esta˜o
de acordo com determinadas previso˜es. Estes pressupostos sa˜o denominados por
hipo´teses 1 sobre varia´veis medidas no referido estudo. Os testes de hipo´teses
(ou testes de significaˆncia) fazem parte da estat´ıstica inferencial e sa˜o procedi-
mentos que conduzem a tomadas de deciso˜es com base na informac¸a˜o fornecida
pelos dados de uma amostra, sobre aceitac¸a˜o ou na˜o aceitac¸a˜o de determinada
hipo´tese estat´ıstica que se coloca sobre uma populac¸a˜o ao investigador. Quando
se utiliza qualquer um destes testes assume-se que as medic¸o˜es efetuadas sa˜o in-
dependentes das restantes e tambe´m que uma medic¸a˜o na˜o afeta o valor obtido
durante a ana´lise seguinte [47, 48].
2.4.1 Distribuic¸o˜es Estat´ısticas
As distribuic¸o˜es estat´ısticas mais utilizadas na aplicac¸a˜o dos testes de hipo´teses
sa˜o a distribuic¸a˜o normal e a distribuic¸a˜o t-Student.
 Distribuic¸a˜o normal
1Uma hipo´tese e´ uma afirmac¸a˜o previs´ıvel sobre uma determinada populac¸a˜o [53].
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Uma distribuic¸a˜o normal, ou tambe´m conhecida por Gaussiana, define-se
como sendo uma distribuic¸a˜o cont´ınua de probabilidade de uma varia´vel
aleato´ria e e´ a distribuic¸a˜o de probabilidade mais importante da ana´lise
estat´ıstica.
A func¸a˜o densidade de probabilidade de uma varia´vel aleato´ria X normal
e´ definida atrave´s da seguinte equac¸a˜o indicada na equac¸a˜o 2.16.
f(x) =
1√
2piσ
e
−(x−µ)2
2σ2 (2.16)
 Este tipo de distribuic¸a˜o possui as seguintes propriedades:
– distribuic¸o˜es normais sa˜o definidas atrave´s de dois paraˆmetros, a
me´dia µ e o desvio padra˜o σ;
– sendo esta sime´trica a me´dia , a moda e a mediana sa˜o numerica-
mente coincidentes;
– a func¸a˜o de densidade populacional apresenta a forma sinusoidal
sime´trica com valor ma´ximo no centro µ, e m´ınimo nos extremos;
– estando normalizada com fator pre´-exponencial na˜o unita´rio, eq.
2.16, a sua a´rea e´ unita´ria;
– a curva aproxima-se mais do eixo dos xx a` medida que se afasta da
me´dia em ambos os lados, mas nunca toca o eixo.
No entanto atrave´s da utilizac¸a˜o dos paraˆmetros µ e σ, e´ poss´ıvel a ob-
tenc¸a˜o de uma distribuic¸a˜o mais conveniente na qual a varia´vel x e´ trans-
formada noutra varia´vel z de acordo com a relac¸a˜o indicada na equac¸a˜o
2.17. Nesta distribuic¸a˜o, denominada por distribuic¸a˜o normal padra˜o e
conhecida por estat´ıstica z, a me´dia e´ nula e o desvio padra˜o e´ unita´rio
[49].
z =
x− µ
σ
(2.17)
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 Distribuic¸a˜o t-Student
A distribuic¸a˜o t-Student e´ muito utilizada para estimar intervalos de con-
fianc¸a relacionadas com o valor da estimativa central, deduzir concluso˜es
estat´ısticas com base na comparac¸a˜o de estimativas e estimar a dimensa˜o
da amostra para obter uma certa precisa˜o [43].
Desta forma a estat´ıstica retirada de uma distribuic¸a˜o normal e´ definida
pela equac¸a˜o 2.18 e apresenta uma distribuic¸a˜o t-Student com (n − 1)
graus de liberdade.
t =
x¯− µ
s√
n
(2.18)
A` medida que o nu´mero de graus de liberdade tende para infinito, a distri-
buic¸a˜o t-Student aproxima-se a` func¸a˜o de distribuic¸a˜o normal, Gaussiana
[43].
2.4.2 Tipo de erros
Sendo o teste de hipo´teses uma a´rea da infereˆncia estat´ıstica relacionada com
a tomada de decisa˜o podem ocorrer erros de avaliac¸a˜o, uma vez que toda
a ana´lise e´ realizada com base na avaliac¸a˜o de amostras que supostamente
sa˜o representativas da populac¸a˜o em estudo. Este tipo de avaliac¸a˜o pressupo˜e
apenas uma dicotomia de hipo´teses como se se tratasse de um evento binominal.
As hipo´teses a avaliar sera˜o sempre duas, H0 e H1 : a hipo´tese nula (H0) e´
sempre formulada assumindo que tudo esta´ bem (na˜o existem anomalias) e
deve incluir situac¸o˜es de igualdade; a hipo´tese alternativa (H1) e´ apenas o
complementar da hipo´tese H0 no sentido de ambas poderem cobrir todas as
eventuais possibilidades para a situac¸a˜o em avaliac¸a˜o. Deste modo, na tomada
de decisa˜o podem ocorrer dois tipos de erros:
- Erro de 1ª espe´cie (tipo I) - consiste em rejeitar H0 quando na realidade
H0 e´ va´lida
- Erro de 2ª espe´cie (tipo II) - ocorre quando na˜o se rejeita H0 quando na
realidade H0 na˜o e´ verdadeira.
A probabilidade de cometer um erro do tipo I e´ dada pela letra α, e a
probabilidade de efetuar um erro do tipo II denota-se pela letra grega β. O
objetivo e´ sempre rejeitar H0 quando esta na˜o e´ va´lida, de forma a evitar um
erro do tipo I. Para facilitar a aplicac¸a˜o de um testes deve-se fixar o valor de α
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antes de se dar inicio ao teste. Os valores mais comuns de α sa˜o o 0.1, o 0.05
e o 0.01 [44, 45].
2.4.3 Testes estat´ısticos
2.4.3.1 Procedimento padra˜o
Um teste estat´ıstico deve ser aplicado seguindo sempre um conjunto de passos
que constituem o seu procedimento lo´gico. Desta forma deve-se seguir os passos
enunciados nos seguintes pontos:
 identificac¸a˜o do problema em questa˜o;
 escolher o teste apropriado a aplicar tendo em conta a distribuic¸a˜o esta-
t´ıstica que melhor se enquadra;
 estabelecer o n´ıvel de confianc¸a (geralmente o valor mais comum e´ o
α =0.05 mas o valor α =0.01 deve ser utilizado sempre que a importaˆncia
das deciso˜es seja maior);
 enunciar a hipo´tese nula (H0) e a hipo´tese alternativa (H1) de forma
simples e concreta de forma a na˜o deixar du´vidas;
 determinac¸a˜o do valor teste (TV) a partir da expressa˜o matema´tica cor-
respondente;
 comparar valores cr´ıticos ou estimar diretamente o respetivo valor de prova
de forma a tomar a decisa˜o de aceitar ou rejeitar a H0 [43].
Se o valor teste calculado for inferior ou igual ao valor cr´ıtico, a H0 e´ aceite, se
pelo contra´rio for superior tera´ que se voltar a realizar o teste estat´ıstico, mas
agora considerando uma probabilidade de erro inferior ao primeiro caso, ou seja
um α =0.01. Se se continuar a verificar que o valor teste obtido continua a ser
superior ao cr´ıtico H1 e´ considerada como va´lida e H0 rejeitada [43].
2.4.3.2 Valor de Prova
No sentido de facilitar a avaliac¸a˜o de hipo´teses, em vez de se efetuar a com-
parac¸a˜o do valor de teste (TV) pode-se estimar diretamente o valor de prova
(p-value) que indica a probabilidade de aceitac¸a˜o da hipo´tese nula. Quanto
menor for o p-value, menor e´ a consisteˆncia dos dados com a hipo´tese nula,
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pois o valor da probabilidade de tal ocorrer e´ muito baixa. Em regra um valor
de prova inferior a 0.01 e´ uma forte evideˆncia para a rejeic¸a˜o da H0 e acei-
tac¸a˜o de H1, mas se for superior a 0.05 indica que a suposic¸a˜o impl´ıcita que
H0 e´ verdadeira e por isso deve ser aceite. A zona compreendida entre o 0.05
e 0.01 para o valor de prova e´ considerada como uma zona de du´vida, e por
esse motivo o teste estat´ıstico tera´ de ser realizado de novo, mas agora com
um n´ıvel de significaˆncia inferior, ou seja de 0.01 e so´ depois enta˜o se podera˜o
tirar concluso˜es sobre a veracidade de H0 [51]. Este tipo de procedimento e´
usualmente o adotado quando se trabalha com softwares estat´ısticos de ana´lises
de dados, pois a informac¸a˜o a respeito do valor de prova esta´ dispon´ıvel de entre
os resultados apresentados pelo computador [43, 44].
2.4.4 Intervalo de Confianc¸a, N´ıvel de Significaˆncia e N´ıvel de
Confianc¸a
Um intervalo de confianc¸a e´ utilizado para indicar a fidedignidade de uma esti-
mativa sobre um paraˆmetro de interesse. Todos os resultados obtidos fora do
intervalo designado como sendo o de confianc¸a para a estimativa em estudo
correspondem a hipo´teses rejeitadas.
O n´ıvel de significaˆncia, representado por α e geralmente expresso em per-
centagem corresponde a` probabilidade ma´xima de ocorreˆncia de um erro do
tipo I e corresponde a` a´rea da regia˜o de rejeic¸a˜o no gra´fico da distribuic¸a˜o de
probabilidade associada (distribuic¸a˜o normal, t-Student ou F). As normas ISO
aconselham a utilizac¸a˜o de 0.05 como n´ıvel de significaˆncia padra˜o para a apli-
cac¸a˜o dos testes de hipo´teses, no entanto o valor de 0.01 deve ser utilizado no
caso de se querer obter concluso˜es com alto n´ıvel de confiabilidade.
Por seu lado o n´ıvel de confianc¸a reflete a probabilidade de aceitac¸a˜o da
hipo´tese correta. Um n´ıvel de confianc¸a de 95 % por exemplo, indica que
existe uma probabilidade de 95 % do paraˆmetro em estudo estar correto e
consequentemente uma probabilidade de 5 % de se estar a cometer um erro do
tipo I [50].
2.4.4.1 Simetria do Teste
Todos os testes aplicados aos dados obtidos podem ser de dois tipos no que diz
respeito a` simetria. Os testes unilaterais sa˜o aqueles que apresentam a regia˜o de
rejeic¸a˜o apenas de um dos lados da hipo´tese alternativa, ou seja nestes casos, a`
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hipo´tese nula esta˜o associados termos como maior ou menor. No caso dos testes
bilaterais, a regia˜o de rejeic¸a˜o aparece nos dois lados das caudas da distribuic¸a˜o
e a estes testes esta˜o associados os termos igual ou diferente na afirmac¸a˜o a
testar como hipo´tese nula [43, 45].
2.4.5 Teste t emparelhado
O teste t emparelhado e´ usado para comparar duas me´dias populacionais re-
lacionadas, quando se possui uma amostra com n elementos, aleatoriamente
escolhida a partir de uma populac¸a˜o com uma distribuic¸a˜o normal [47]. O teste
t emparelhado e´ bilateral e tem como objetivo testar se duas me´dias, obtidas a
partir da ana´lise dos mesmo n elementos, em situac¸o˜es diferentes, sa˜o iguais. Se
esse for o caso, enta˜o verifica-se que a diferenc¸a me´dia entre os valores obtidos
pelos dois me´todos ira´ tomar um valor nulo [45, 49, 50].
Tendo o teste t-emparelhado como objetivo a comparac¸a˜o de me´todos, atra-
ve´s dos quais sa˜o obtidos valores sobre amostras diferentes, a hipo´tese nula refere
exatamente essa condic¸a˜o, desta forma H0 e´ descrita atrave´s da equac¸a˜o 2.19
que se segue:
H0 : µ1 = µ2 (2.19)
Ja´ a hipo´tese alternativa vem escrita sob a forma da respetiva complemen-
tariedade, equac¸a˜o 2.20:
H1 : µ1 6=µ2 (2.20)
Para se executar este teste tem de se elaborar uma tabela em que cada linha
represente os valores individuais obtidos atrave´s da aplicac¸a˜o dos dois me´todos
diferentes (M1 e M2) e de seguida determinar a diferenc¸a nume´rica entre esses
valores. Posteriormente e´ calculada a me´dia dessas diferenc¸as (d¯ ), a variaˆncia
(s2) assim como os graus de liberdade (g.l= n−1). O valor teste obte´m-se
atrave´s da expressa˜o representada pela equac¸a˜o 2.21.
TV =
d¯√
s2
n
(2.21)
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2.4.6 Regressa˜o Linear
A regressa˜o linear e´ o me´todo estat´ıstico mais frequente em todos os estudos
que envolvem a inter-relac¸a˜o de varia´veis, geralmente associada a` avaliac¸a˜o
da qualidade, sob a forma de calibrac¸a˜o da resposta instrumental. Existem
va´rias formas de regressa˜o (linear, na˜o linear, simples, mu´ltipla, parame´trica,
na˜o parame´trica, etc), mas a que se vai aprofundar devido ao seu interesse
neste caso e´ a linear [48].
A regressa˜o linear descreve uma relac¸a˜o entre vara´veis cont´ınuas, a regressa˜o
e´ um me´todo estat´ıstico que avalia a forma como uma varia´vel independente
influeˆncia os resultados da varia´vel dependente, sendo poss´ıvel estabelecer um
modelo que relaciona estas varia´veis [76].
Para se poder aplicar este me´todo e´ necessa´rio obedecer a alguns pre´ requi-
sitos essenciais para garantia de obtenc¸a˜o de resultados corretos:
 os valores da varia´vel independente (aqueles cujo analisador controla e
que se assumem como estando corretos, na˜o possuindo qualquer tipo de
erro) teˆm de ser colocados no eixo dos x enquanto que no eixo dos y sa˜o
colocados os valores correspondentes a` varia´vel dependente;
 a populac¸a˜o em estudo tem de possuir distribuic¸a˜o normal (por esse mo-
tivo e´ muitas vezes utilizada a func¸a˜o logar´ıtmica para normalizar a po-
pulac¸a˜o em estudo e permitir a utilizac¸a˜o do me´todo da regressa˜o linear);
 tem de se verificar homogeneidade da variaˆncia.
A regressa˜o linear consiste no trac¸ado de uma reta, atrave´s do me´todo dos
m´ınimos quadrados2. Desta forma a equac¸a˜o da reta de regressa˜o (2.22) toma
o seguinte aspeto:
y = b0 + b1xi (2.22)
na equac¸a˜o 2.22 , b1 e b0 sa˜o respetivamente o declive da reta e a ordenada na
origem e sa˜o obtidos atrave´s das equac¸o˜es 2.23 e 2.24 [51].
2O me´todo dos m´ınimos quadrados consiste na obtenc¸a˜o da reta que melhor se aproxime
de todos os n pontos do gra´fico. Para que isso ocorra e´ escolhida a reta que minimiza a soma
dos quadrados dos res´ıduos, ou seja, das diferenc¸as entre os valores estimados e os observados
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b1 =
n
∑
xiyi − (
∑
xi)(
∑
yi)
n
∑
x2i − (
∑
x)2i
(2.23)
b0 =
∑
yi − b1
∑
xi
n
(2.24)
Apo´s o ca´lculo de b1 e de b0, aplica-se a expressa˜o do valor teste, para
ambos os valores, que de seguida e´ comparado com o valor cr´ıtico retirado da
distribuic¸a˜o t-Student com (n− 2) nu´mero de graus de liberdade e a um n´ıvel
de significaˆncia de 0.05 ou 0.01 [48- 50].
2.5 Estudos de estabilidade
Os estudos de estabilidade tem um papel central na industria farmaceˆutica,
uma vez que o seu resultado permite a definic¸a˜o do prazo de validade de um
medicamento garantindo o seu efeito farmacolo´gico nesse per´ıodo de tempo.
Asseguram, portanto, qualidade para o consumidor [73, 72]. No entanto, estes
estudos implicam longos tempos de armazenagem em condic¸o˜es controladas de
temperatura e humidade [78].
2.5.1 Perfil de dissoluc¸a˜o
O teste de dissoluc¸a˜o e´ uma ferramenta fulcral na indu´stria farmaceˆutica, tanto
no desenvolvimento de produtos como no controlo de qualidade em rotina. Con-
tudo, a consciencializac¸a˜o da importaˆncia deste tipo de ensaio e´ recente e ocorre
no momento em que organismos como a FDA, comprovam a existeˆncia de um
relac¸a˜o direta entre a dissoluc¸a˜o de um fa´rmaco e a biodisponibilidade do mesmo
no organismo. De acordo com esta organizac¸a˜o de acreditac¸a˜o e fiscalizac¸a˜o
internacional: “em condic¸o˜es de teste apropriadas, o perfil de dissoluc¸a˜o conse-
gue ser mais preciso na caracterizac¸a˜o de um medicamento do que qualquer um
ponto individual desse mesmo ensaio” [29].
Define-se dissoluc¸a˜o como o processo pelo qual o fa´rmaco e´ libertado da
sua forma farmaceˆutica [57]. Corroborando o que atra´s foi exposto, o feno´meno
de dissoluc¸a˜o de um fa´rmaco e´ um fator limitante para a biodisponibilidade do
mesmo [43, 52]. Uma outra aplicac¸a˜o muito importante dos estudos de disso-
luc¸a˜o no que diz respeito a` etapa de investigac¸a˜o e desenvolvimento e´ a isenc¸a˜o
de estudos in vivo para dosagens mais baixas de um mesmo produto quando
este apresenta perfis com um determinado grau de semelhanc¸a com produtos de
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referencia ja´ no mercado. Este facto traduz um avanc¸o com um impacto brutal
para a indu´stria farmaceˆutica que desenvolve e produz o medicamento. Mais
ainda, os ensaios de dissoluc¸a˜o demonstram ser vantajosos nos estudos de pre´-
formulac¸a˜o, particularmente numa fase inicial dos estudos de desenvolvimento
e otimizac¸a˜o da forma farmaceˆutica [53].
A velocidade de dissoluc¸a˜o pode ser influenciada na˜o so´ por fatores inerentes
ao pro´prio fa´rmaco, como o peso molecular, a polaridade, o tamanho da par-
t´ıcula, a cristalinidade, o polimorfismo, mas tambe´m pelas caracter´ısticas das
formas farmaceˆuticas (ex.: sistema matricial, sistema reservato´rio) e ainda pelas
condic¸o˜es do pro´prio ensaio (ex: o meio de dissoluc¸a˜o e temperatura do mesmo
ou as caracter´ısticas do equipamento) [54, 61]. De acordo com as considerac¸o˜es
anteriores, torna-se importante desenvolver e validar protocolos cujas condic¸o˜es
do ensaio, obedecendo a normas internacionais, fidelizem os resultados nos di-
ferentes pa´ıses e os correlacionem in vivo ao n´ıvel da biodisponibilidade [54].
Sob ponto de vista do controle da qualidade de um medicamento ao longo
do tempo, a dissoluc¸a˜o como estudo de estabilidade permite evidenciar de que
forma o conteu´do e performance do produto se mante´m ao longo do tempo,
sob a influeˆncia de diferentes fatores ambientais tais como a temperatura, a
humidade e a exposic¸a˜o a` luz, visando o estabelecimento de prazos de validade e
a determinac¸a˜o das condic¸o˜es de armazenamento adequadas [55]. A tabela 2.4,
expo˜e os testes que devem ser realizados para a caracterizac¸a˜o das alterac¸o˜es
dos medicamentos ao longo do seu ciclo de vida [56, 64].
Uma das exigeˆncias na determinac¸a˜o do perfil de dissoluc¸a˜o in vitro de um
fa´rmaco e´ a manutenc¸a˜o da condic¸a˜o “sink”3. Estas sa˜o tidas em considerac¸a˜o
como especificac¸a˜o das autoridades para evitar a saturac¸a˜o do fa´rmaco no meio
envolvente, melhorando a velocidade de dissoluc¸a˜o das part´ıculas de fa´rmaco.
Contudo, tal situac¸a˜o de saturac¸a˜o na˜o ocorre ta˜o frequentemente in vivo, de-
vido a` proximidade dos tecidos e/ou a` ra´pida absorc¸a˜o para a corrente sangu´ınea
[57]. Em determinados ensaios, como os de fa´rmacos pouco solu´veis em a´gua,
sa˜o adotadas estrate´gias no sentido de manter a condic¸a˜o sink, nomeadamente
a adic¸a˜o ao meio de dissoluc¸a˜o de surfactante, solventes orgaˆnicos e outras
classes de compostos [58].
3volume do meio treˆs vezes superior ao necessa´rio
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Tabela 2.4: Testes para caracterizac¸a˜o de medicamentos ao longo do estudo de
estabilidade [Adaptado de 64].
Alterac¸o˜es Alterac¸o˜es Alterac¸o˜es
F´ısicas Qu´ımicas Microbiolo´gicas
Aspeto, Cor, Quantificac¸a˜o da Ensaios
Odor, pH Substaˆncia Ativa de esterilidade
Massa Me´dia
Determinac¸a˜o de Doseamento
produtos de degradac¸a˜o de endoto´xinas
Viscosidade Quantificac¸a˜o Quantificac¸a˜o
e densidade de Conservantes microbiolo´gica de produtos
na˜o obrigatoriamente este´reis
Cor e Limpidez Determinac¸a˜o de produtos Ensaio da efica´cia
da soluc¸a˜o de degradac¸a˜o dos conservantes dos conservantes
Nu´mero de part´ıculas
Quantificac¸a˜o de antioxidantes
e destruic¸a˜o do tamanho
Desagregac¸a˜o e Dissoluc¸a˜o
Dureza e friabilidade
Teor em A´gua
2.5.2 Equipamentos
Os ensaios de dissoluc¸a˜o in vitro devem ser executados de acordo com as indica-
c¸o˜es da Farmacopeia, de acordo com o mercado previsto para o medicamento.
A Farmacopeia Europeia descreve as condic¸o˜es gerais de ensaios de dissolu-
c¸a˜o para formas farmaceˆuticas so´lidas, nomeadamente, comprimidos, ca´psulas
e suposito´rios, para sistemas transge´nicos e ainda para gomas medicamentosas.
Para cada ensaio de dissoluc¸a˜o, sa˜o fornecidas algumas informac¸o˜es, como: o
equipamento a utilizar, a composic¸a˜o e o volume do l´ıquido de dissoluc¸a˜o, a
velocidade de agitac¸a˜o, o intervalo de tempo para recolha da amostra, o pro-
cesso de recolha, a quantidade de soluc¸a˜o de amostra e o me´todo anal´ıtico a
usar para a quantificac¸a˜o do fa´rmaco [59, 60].
A selec¸a˜o do equipamento para realizar o ensaio de dissoluc¸a˜o e´ fulcral para
o desempenho do me´todo e deve ter como preocupac¸o˜es centrais as proprieda-
des f´ısicas e qu´ımicas da substaˆncia ativa. A Farmacopeia dos Estados Unidos,
USP, propo˜e para a realizac¸a˜o dos ensaios de dissoluc¸a˜o a formas farmaceˆuticas
so´lidas quatro tipos de equipamento de dissoluc¸a˜o: equipamentos de cesto, equi-
pamentos de pa´ agitadora, equipamentos de cilindro oscilante e o equipamentos
de fluxo cont´ınuo [65]. O mesmo acontece com a Farmacopeia Europeia, que
propo˜e o equipamento de cesto de rede, da pa´ agitadora, de pisto˜es e o do fluxo
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Figura 2.6: Equipamentos de dissoluc¸a˜o (Dissolutor de pa´s, vaso e disco de
dissoluc¸a˜o).
cont´ınuo [60]. A figura nesta pa´gina, apresenta um equipamento t´ıpico de pa´s e
a tipologia de disco que alberga o filme oral no decorrer do ensaio de dissoluc¸a˜o.
2.5.3 Especificac¸o˜es
A determinac¸a˜o a quantidade e substaˆncia ativa libertada num determinado
ponto do perfil e´ realizada a partir das equac¸o˜es 2.25 e 2.26.
Para o primeiro tempo do perfil (ex: dois minutos) a percentagem de subs-
taˆncia ativa (SA) e´ calculada a partir da equac¸a˜o 2.25, onde: A, representa
a a´rea do sinal cromatogra´fico de substaˆncia ativa presente na amostra; MRF
representa a me´dia dos fatores de resposta relativos a`s injec¸o˜es de padra˜o na
calibrac¸a˜o; 500 representa a quantidade de meio no vaso de dissoluc¸a˜o (mL) e
Creal representa o valor teo´rico de substaˆncia ativa em cada filme oral (0.5mg)
[74].
SA(%)t=2min =
A
MRF
× 500× 100
Creal
(2.25)
Para o tempos seguintes do ensaio, a percentagem de substaˆncia ativa liber-
tada e´ calculada de acordo com a equac¸a˜o 2.26, onde A, representa a a´rea do
sinal cromatogra´fico de substaˆncia ativa presente na amostra; MRF representa
a me´dia dos fatores de resposta relativo a`s injec¸o˜es de padra˜o na calibrac¸a˜o; 500
representa a quantidade de meio no vaso de dissoluc¸a˜o (mL) , Creal representa
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o valor teo´rico de substaˆncia ativa em cada filme oral (0.5mg); 8 representa a
quantidade de meio de dissoluc¸a˜o reposto no final de cada colheita (mL) e Ati
representa a a´rea do sinal cromatogra´fico de substaˆncia ativa no tempo anterior
[74].
SA(%)t>2min =
[
(
A
MRF
× 500) +
(
8×
n∑
i=1
(
Ati
MRF
)
)]
× 100
Creal
(2.26)
Reunidos os crite´rios para a realizac¸a˜o do ensaio e quantificac¸a˜o do teor de
substaˆncia ativa dissolvida, sa˜o criados os crite´rios de aceitac¸a˜o.
Nas especificac¸o˜es nacionais e internacionais, surge o termo “Q” que define
a percentagem de substaˆncia ativa que e´ necessa´rio obter de fa´rmaco num
determinado ponto do perfil de dissoluc¸a˜o [66]. Para formas farmaceˆuticas de
libertac¸a˜o ra´pida, a Farmacopeia europeia estabelece que na˜o menos de Q=
80 %+5 % de substaˆncia ativa esteja dissolvida num determinado instante da
dissoluc¸a˜o [66, 68]. O tempo exato para atingir essa percentagem de dissoluc¸a˜o
atende a especificac¸o˜es descritas nas Farmacopeias Europeia e Internacional ou
em casos espec´ıficos, na monografia individual do principio ativo, DMF [19].
Um ensaio de dissoluc¸a˜o pode compreender ate´ treˆs esta´gios para aprovac¸a˜o
ou reproduc¸a˜o de um produto. Para cada um dos esta´gios ha´ especificac¸o˜es a
serem atendidas, para comprovar a necessidade ou na˜o de realizac¸a˜o do pro´ximo
esta´gio. Os valores 5 %, 15 %, 25 % tambe´m representam percentagens da
quantidade declarada. Isto e´:
 Esta´gio 1 (E1): Sa˜o testadas seis unidades. Se cada unidade, individu-
almente, apresentar resultado igual ou maior do que Q+15 % o produto
esta´ em conformidade com o especificado, na˜o sendo necessa´rio efetuar o
esta´gio E2.
 Esta´gio 2 (E2): Caso o crite´rio para o esta´gio E1 na˜o seja satisfeito,
e´ preciso repetir o teste com mais seis unidades. Se a me´dia das doze
unidades testadas (esta´gios E1 e E2) e´ maior ou igual a Q e, se nenhuma
das unidades testadas apresentar resultado inferior a Q−15 %, o produto
esta´ em conformidade com o especificado, na˜o sendo necessa´rio efetuar o
Esta´gio E3.
 Esta´gio 3 (E3): Caso o crite´rio para o esta´gio E2 ainda na˜o seja satisfeito,
o teste e´ repetido com mais doze unidades. Se a me´dia das vinte e
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quatro unidades testadas (esta´gios E1, E2 e E3) e´ maior ou igual a Q,
no ma´ximo duas unidades apresentam resultados inferiores a Q−15 %,
e nenhuma unidade apresentar resultado inferior a Q−25 %, o produto
esta´ em conformidade com o especificado. Caso o crite´rio para o esta´gio
E3 ainda na˜o seja atendido, o desempenho do produto e´ considerado
insatisfato´rio, reprovando no teste [19, 35].
Cap´ıtulo 3
Experimental
3.1 Materiais e Equipamentos
3.1.1 Material auxiliar
 Material volume´trico de classe A, adequado para a preparac¸a˜o de soluc¸o˜es
com rigor; vials e septos para HPLC (1.5 mL); tubos de falcon; tubos de
ensaio; filtros para seringas (va´rias marcas e porosidades); filtros “on-
line”compat´ıveis com meio de dissoluc¸a˜o; discos de dissoluc¸a˜o para filmes
orodispers´ıveis;
3.1.2 Equipamentos
Tabela 3.1: Listagem de equipamentos utilizados nos ensaios.
Equipamento Mo´dulo Marca
Ana´lise Cromatogra´fica
HPLC LC-20 AD SPD-M20 DAD Shimadzu
LC Separation Module e2965 PDA 2998 Watters
Dissoluc¸o˜es Dissolutor de pa´s 708-DS - Agilent Technologies
Pesagens Balanc¸a Anal´ıtica Resoluc¸a˜o= 0.1 mg Mettler Toledo
Preparac¸a˜o Banho Ultra-sons - VWR
das Amostras Ultra-Contrifuga - VWR
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3.1.3 Reagentes
Tabela 3.2: Listagem de reagentes utilizados nos ensaios.
Reagente
Grau de Fo´rmula
#CAS
Massa
Fabricante
pureza (%) Molecular
Molecular
(g/mol)
A´gua ultra-pura > 99.9 H2O - 18.01 Interno
Acetonitrilo > 99.9 C2H3N 75-05-8 45.01 Fisher
Di-hidrogeno Fosfato
> 99.9 KH2PO4 7778-77-0 136.08 Merck
de Pota´ssio
Di-Hidro´geno Fosfato
> 99.9 NaH2PO4.2H2O 13472-35-0 156.02 Merck
de So´dio di-hidratado
Perclorato de So´dio > 99.9 NaClO4 7791-07-03 140.46 Merck
Hidro´xido de So´dio > 99.9 NaOH 1310-73-2 40.00 Merck
Dodecil Sulfato de So´dio > 99.9 NaC12H25SO4 151-21-3 288.37 Merck
Tween 20, > 99.9 C58H114O26 9005-64-5 1228 Merck
A´cido ortofosfo´rico
> 99.9 H3PO4 7664-38-2 97.99 Merck
85 % (v/v)
3.1.4 Padro˜es
Tabela 3.3: Padro˜es e Placebo utilizados na pre´-validac¸a˜o do me´todos anal´ıticos
e estudo de estabilidade.
Substaˆncia
Lote Fornecedor
Conteu´do
Ativa (%)
BlueOS SA 113717 Shilpa Medicare Limited 99.9
BlueOS Oral ST B0SO2150415MP01 Interno -
(Placebo) BOS02150423MP01 Interno -
3.1.5 Metodologias
3.1.5.1 Me´todo de conteu´do
 Solventes e Soluc¸o˜es
– Fase Mo´vel: Tampa˜o NaClO4 100 mM pH 2.8 : ACN(50 : 50)
∗ Preparac¸a˜o do Tampa˜o NaClO4: Dissolveu-se 12.34 mg de
Perclorato de So´dio em 800 mL de a´gua ultrapura num bala˜o
volume´trico de 1000 mL, prefez-se com a´gua ate´ ao volume total
do bala˜o. Ajustou-se o pH ate´ 2.8 com HCl 1 M.
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– Solvente: A´gua ultrapura : ACN (50 : 50)
– Soluc¸a˜o Padra˜o da substaˆncia ativa [0.03 mg/mL]
∗ Pesou-se aproximadamente 17 mg de BlueOS SA“working stan-
dard”, em bala˜o limpo e seco de 50 mL adicionou-se 30 mL de
solvente e agitou-se em banho ultra-sons ate´ a` completa solubi-
lizac¸a˜o. Perfez-se o volume com solvente. Diluiu-se 2mL desta
soluc¸a˜o num volume de 20 mL.
– Soluc¸a˜o Placebo1:
∗ Introduziu-se 6 filmes orodispers´ıveis de BlueOS num bala˜o vo-
lume´trico de 100mL. Adicionou-se cerca de 80mL de solvente,
agitou-se em banho ultr-sons durante 20min e perfez-se o vo-
lume total com solvente. Centrifugou-se a 4000 rpm durante
15 min. Filtrou-se o sobrenadante diretamente para o vial atra-
ve´s de seringa com filtro PVDF Pall 0.45 µm apo´s rejeic¸a˜o dos
primeiros 2 mL.
– Soluc¸a˜o representativa da fo´rmula reconstitu´ıda com uma concen-
trac¸a˜o de 100 % para ambos os constituintes da soluc¸a˜o.
 Condic¸o˜es de trabalho
Tabela 3.4: Resumo das condic¸o˜es anal´ıticas utilizadas na pre-validac¸a˜o do
me´todo de conteu´do.
Condic¸o˜es do Sistema
Coluna Luna C18 (2), 50× 3.0 mm; 3µm) 100 A Phenomenex
Fluxo 1.5 mL/ min
Gradiente Isocra´tico
Temperatura 40 ºC
Detec¸a˜o UV 220 nm
Volume de Injec¸a˜o 10 µL
Tempo de ana´lise t > 6 min
1Cosiderou-se que um filme orodispersivel, conteˆm 0.50mg de BlueOS SA de Substaˆncia
ativa.
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3.1.5.2 Me´todo de Dissoluc¸a˜o
 Solventes e Soluc¸o˜es Fase Mo´vel A: Tampa˜o Fosfato 50 mM, pH 2.8
– Preparac¸a˜o do Tampa˜o fosfato 50 mM, pH 2.8:
∗ Adicionou-se 15.6 g de NaH2PO4.2H2O a um bala˜o de 2000
mL. Apo´s dissoluc¸a˜o, prefez-se o volume com a´gua ultra-pura.
Ajustou-se o pH ate´ 2.8 com a´cido ortofosfo´rico 85 %.
– Fase Mo´vel B: ACN (Gradiente)
– Solvente: Meio de dissoluc¸a˜o: Tampa˜o fosfato pH 6.8 + 0.5 %
Tween 20
– Meio de Dissoluc¸a˜o:
∗ Adicionaram-se 1250 mL e dihidrogeno fosfato de pota´ssio, 560
mL de NaOH 0.2 M 25 g de Tween 20 a um bala˜o volume´trico
de 5000 mL. Agitou-se mecanicamente. Prefez-se o volume com
a´gua ultrapura e verificou-se o pH 2.
· NaOH0.2M : Pesou-se 162 g de NaOH pellets num copo
de polietileno, adicionou-se 150 mL de a´gua descarbona-
tada, tapou-se e agitou-se cuidadosamente. Dissolveu-se
num banho de a´gua gelada. Colocou-se 500 mL de a´gua
descarbonatada num bala˜o de 1000 mL e adicionou-se 54.5
mL da soluc¸a˜o anterior. Agitou-se horizontalmente e prefez-
se o volume com a´gua descarbonatada.
· A´gua descarbonatada: Colocou-se algumas esferas de vidro
dentro de um erlenmeyer com a´gua purificada e deixou-se
ferver durante 5min, deixando-se arrefecer de seguida.Resultados
obtidos para os paraˆmetros de desempenho do sistema
– Soluc¸a˜o padra˜o da substaˆncia ativa [0.00100 mg / mL]
∗ Pesou-se aproximadamente 14 mg de padra˜o BlueOS SA (ws)
“working standard”, num bala˜o de 1000mL. Adicionou-se 700
mL de solvente. Agitou-se mecanicamente num banho de 37 º
C durante 1 h. Agitou-se em banho ultra-sons ate´ a` completa
dissoluc¸a˜o. Prefez-se o volume com solvente. Diluiu-se 4 mL
desta soluc¸a˜o em 50 mL de solvente. Filtrou-se a soluc¸a˜o com
2Se necessa´rio, o ajuste de pH e´ realizado com a´cido ortofodfo´rico 85% ou NaOH (10M).
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filtro de seringa PVDF Pall, 0.45µm rejeitaram-se os primeiros
2 mL antes da introduc¸a˜o da soluc¸a˜o filtrada no vial.
– Soluc¸a˜o representativa da fo´rmula reconstitu´ıda com uma concen-
trac¸a˜o de 100 % para ambos os constituintes da soluc¸a˜o.
 Condic¸o˜es de trabalho
– Equipamento de dissoluc¸a˜o com pa´s de colheita manual
– Meio de dissoluc¸a˜o: Tampa˜o fosfato pH 6.8 + 0.5 % Tween 20
– Volume do vaso: 500 mL
– Rotac¸a˜o das pa´s: 100 rpm
– Temperatura do meio de dissoluc¸a˜o: 37.00 ±[0.05] º C
– Tempo de ana´lise: 30.00 min
– Volume de amostra colhida: 8 mL (com reposic¸a˜o)
– Tempos de colheita: 2.00 min, 5.00 min, 10.00 min, 20.00 min e
30.00 min
 Condic¸o˜es de quantificac¸a˜o
Tabela 3.5: Resumo das condic¸o˜es anal´ıticas utilizadas na pre-validac¸a˜o do
me´todo de dissoluc¸a˜o e estudo de estabilidade.
Condic¸o˜es do Sistema
Coluna HPLC Luna C18 (2), (50× 3.0mm; 3µm) 100 A Phenomenex
Fluxo 1.5 mL/min
Programa Tempo (min) Fase Mo´vel A (%) Fase Mo´vel B (%)
para 0 66 34
eluic¸a˜o 7 66 34
em gradiente: 9 20 80
11 66 34
15 66 34
Temperatura Coluna 35 ºC
Detec¸a˜o UV 220 nm
Volume de Injec¸a˜o 95 µL
Tempo de ana´lise t > 15 min
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Cap´ıtulo 4
Resultados e Discussa˜o
4.1 Pre´-validac¸a˜o do me´todo de conteu´do
Para a pre´-validac¸a˜o do me´todo de conteu´do foram analisados os paraˆmetros
requeridos para a aceitac¸a˜o do mesmo pelas autoridades. O propo´sito anal´ıtico
e as especificac¸o˜es dos mesmos foram descritas na secc¸a˜o 2.3.1. A Seletividade;
Linearidade; Precisa˜o; Recuperac¸a˜o; Repetibilidade e Estabilidade das Soluc¸o˜es
foram os paraˆmetros analisados e os resultados dos mesmos encontram-se com-
pilados ao longo da presente secc¸a˜o.
Durante a validac¸a˜o do me´todo de conteu´do foi considerada a soluc¸a˜o amos-
tra para uma substaˆncia ativa (SA) com uma concentrac¸a˜o de [0.03 mg/mL]
como a soluc¸a˜o a 100 %, (valor central da gama de linearidade em estudo). Al-
guns dos paraˆmetros presentes na Guideline Q2 (R1) da ICH, para a validac¸a˜o de
me´todos anal´ıticos na˜o referem o nu´mero de amostras ou injec¸o˜es necessa´rias,
assim o crite´rio usado foi o descrito na SOP interna de validac¸a˜o de me´todos
anal´ıticos na Bluepharma, Indu´stria Farmaceˆutica, S.A. Os limites de aceitac¸a˜o
para os paraˆmetros de validac¸a˜o esta˜o descritos na tabela 2.3 [31, 74].
4.1.1 Seletividade
A Seletividade foi avaliada atrave´s da injec¸a˜o sequencial das amostras abaixo.
O me´todo anal´ıtico de conteu´do exigia a preparac¸a˜o e injec¸a˜o de duas amostras
de padra˜o a 100 % (valor central da gama de trabalho), com a concentrac¸a˜o
de [0.03 mg/mL], injetadas de forma sequencial. Estas duas amostras, BlueOS
SA #1 e BlueOS SA #2, foram preparadas a partir de dois stocks distintos e
representam a calibrac¸a˜o da ana´lise. De seguida foram avaliadas as amostras da
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soluc¸a˜o de substaˆncia ativa e fo´rmula reconstitu´ıda, ambas com a concentrac¸a˜o
central da gama de trabalho.
As amostras analisadas forma preparadas de acordo com o procedimento
descrito na secc¸a˜o 3.1.5.1 e a ana´lise cromatogra´fica foi realizada de acordo
com as condic¸o˜es para quantificac¸a˜o da substaˆncia ativa, descritas na tabela
3.4.
 Branco - Solvente (3 injec¸o˜es ou ate´ estabilizac¸a˜o da linha de base);
 Padra˜o BlueOS SA #1 100 % [0.03 mg/mL] (3 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #2 100 % [0.03 mg/mL] (3 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA 100 % [0.03 mg/mL] (3 injec¸o˜es)
 Soluc¸a˜o Placebo (Excipientes) (2 injec¸o˜es)
 Soluc¸a˜o de BlueOS FR (Excipientes+SA) (2 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #1 ou #2 100 % [0.03 mg/mL] Controlo (1 injec¸a˜o)
Tabela 4.1: Resultados obtidos para os paraˆmetros de desempenho do sistema.
Injec¸a˜o tR
Rs As N k’
Interfereˆncia
(n) (min) (%)
BlueOS SA
#1 1.554 10.72 1.44 2332 6.77
-0.62
#2 1.555 10.67 1.44 2314 6.77
Me´dia (n=2) 1.555 10.70 1.44 2323 6.77
BlueOS FR
#1 1.557 4.28 1.45 2322 6.78
#2 1.552 4.28 1.44 2341 6.76
Me´dia (n=2) 1.554 4.28 1.44 2331 6.77
Limites <5% SA e
> 1.5 0,8-1.2 > 1000 >2 < 2
FR
Os limites para os paraˆmetros de desempenho cromatogra´fico, encontram-se
descritos ao longo da secc¸a˜o 2.2.3. A tabela 4.1, compila os resultados obtidos
para os paraˆmetros de desempenho do sistema.
Os resultados obtidos encontram-se dentro dos limites da especificac¸a˜o para
cada paraˆmetro de desempenho avaliado.
A resoluc¸a˜o, Rs, apresenta um valor muito superior ao limite m´ınimo de acei-
tac¸a˜o deste paraˆmetro o que evidencia que o sinal cromatogra´fico de substaˆncia
ativa se apresenta bem resolvido.
4.1. PRE´-VALIDAC¸A˜O DO ME´TODO DE CONTEU´DO 43
O fator de capacidade ou k’, na˜o sendo um requisito exigido pelas autori-
dades, e´ um requisito interno e, portanto, avaliado. Este u´ltimo apresenta um
valor acima do valor m´ınimo exigido, superior a duas unidades.
O nu´mero de pratos teo´ricos traduz, da mesma forma, um desempenho
o´timo da coluna cromatogra´fica sendo que o seu valor me´dio para a o padra˜o
(BlueOS SA) e a fo´rmula reconstitu´ıda (BlueOS FR), 2323 e 2331, respeti-
vamente, apontam para a eluic¸a˜o de um sinal cromatogra´fico com forma de
distribuic¸a˜o do tipo Gaussiana.
A assimetria, As, apresenta um valor ligeiramente acima daquele que e´ o
limite requerido para avaliac¸a˜o deste paraˆmetro cromatogra´fico, a me´dia das
duas injec¸o˜es de BlueOS SA e BlueOS FR para o paraˆmetro assimetria e´ de 1.44.
No entanto, e´ necessa´rio perceber o impacto deste resultado quando os restantes
paraˆmetros de desempenho se encontram dentro dos valores normais. De fato, o
valor de assimetria pode ser resultado de caracter´ısticas especificas da mole´cula.
Uma vez que estes resultados sa˜o muito comuns, aos sinais cromatogra´ficos que
apresentam um valor de assimetria superior a uma unidade designam-se como
apresentando “fronting”.
O tempo de retenc¸a˜o, tR, da substaˆncia ativa, 1.555 min, na˜o se desloca
mais de cinco pontos percentuais quando comparamos o mesmo na ana´lise
da fo´rmula reconstitu´ıda, o que valida este paraˆmetro da ana´lise. Um desvio
superior a 5 % no tempo de retenc¸a˜o da substaˆncia ativa, comparada com o
tempo de retenc¸a˜o da mesma na fo´rmula reconstitu´ıda, sugere problemas graves
no desempenho do equipamento ou da coluna cromatogra´fica.
O valor da percentagem de interfereˆncia entre a substaˆncia ativa avaliada
individualmente e a formulac¸a˜o final e´ muito inferior ao limite m´ınimo exigido,
(2 %), evidenciando uma quase total auseˆncia de interfereˆncias de excipientes,
solventes ou quaisquer produtos de degradac¸a˜o na quantificac¸a˜o da substaˆncia
ativa.
As figuras 4.1 a 4.4, representam os cromatogramas resultantes da injec¸a˜o
das amostras descritas acima. A sua avaliac¸a˜o serve como um complemento a`
tabela 4.1 e corrobora a aprovac¸a˜o da seletividade do me´todo de conteu´do do
produto BlueOS.
A figura 4.1, apresenta o cromatograma resultante da injec¸a˜o de 10 mL
de solvente e respetiva eluic¸a˜o em modo isocra´tico de acordo com as condic¸o˜es
cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.4, designado internamente por branco.
O branco apresenta apenas um sinal cromatogra´fico, com o tempo de retenc¸a˜o
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Figura 4.1: Registo cromatogra´fico obtido apo´s injec¸a˜o de 10 mL de solvente e
respetiva eluic¸a˜o em modo isocra´tico de acordo com as condic¸o˜es cromatogra´-
ficas estabelecidas na tabela 3.4.
de 0.313 min e outro imediatamente a seguir de 0.432 min, este u´ltimo encontra-
se identificado como placebo no cromatograma pois como poderemos analisar
mais adiante, existe um sinal cromatogra´fico de placebo na amostra com o
mesmo tempo de retenc¸a˜o e o me´todo de integrac¸a˜o, comum a toda a sequeˆncia
de ana´lise, identifica por defeito o que se apresenta em maior concentrac¸a˜o.
Figura 4.2: Registo cromatogra´fico obtido apo´s injec¸a˜o de 10 mL de soluc¸a˜o
placebo e respetiva eluic¸a˜o em modo isocra´tico de acordo com as condic¸o˜es
cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.4.
A figura 4.2, apresenta o resultado da injec¸a˜o de 10 mL de soluc¸a˜o placebo
e respetiva eluic¸a˜o em modo isocra´tico de acordo com as condic¸o˜es cromato-
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gra´ficas estabelecidas na tabela 3.4. O placebo ou excipiente, como descrito
na secc¸a˜o 2, e´ todo o constituinte da formulac¸a˜o, exceto a substaˆncia ativa e o
material de embalagem.
O cromatograma apresentado evidencia a presenc¸a de quatro sinais croma-
togra´ficos de placebo nos tempos de retenc¸a˜o 0.183 min e 0.460 min, comum
a` sa´ıda do sinal cromatogra´fico de branco e portanto, sobreposto a este e ainda
dois u´ltimos nos minutos 1.084 e 2.864. O sinal cromatogra´fico apresentado aos
1.084 min e´ na verdade integrado como sendo apenas um, ja´ que a sua quan-
tificac¸a˜o na˜o e´ exigida para avaliac¸a˜o, no entanto, sa˜o na verdade, dois sinais
na˜o resolvidos de placebo que, a serem quantificados, teriam de ser separados
por modificac¸o˜es no me´todo anal´ıtico. Os restantes sinais cromatogra´ficos de
placebo sa˜o vis´ıveis, bem definidos e facilmente quantifica´veis. A linha de base
apresenta-se esta´vel existindo apenas uma ligeira subida da mesma na sa´ıda dos
dois primeiros sinais cormatogra´ficos dada a concentrac¸a˜o elevada de excipiente
na amostra analisada.
Figura 4.3: Registo cromatogra´fico obtido apo´s injec¸a˜o de 10 mL de soluc¸a˜o
padra˜o (BlueOS SA) e respetiva eluic¸a˜o em modo isocra´tico de acordo com as
condic¸o˜es cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.4.
A figura 4.3, apresenta o cromatograma t´ıpico da injec¸a˜o de 10 mL de soluc¸a˜o
padra˜o (BlueOS SA) e respetiva eluic¸a˜o em modo isocra´tico de acordo com as
condic¸o˜es cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.4. A substaˆncia ativa e´
eluida no tempo de retenc¸a˜o de 1.555 min. O sinal cromatogra´fico de branco
no tempo de retenc¸a˜o de 0.442 min esta´ presente, no entanto aquele que era
eluido imediatamente antes, com um tempo de retenc¸a˜o de 0.313 min na˜o e´
identificado. Este facto pode ser explicado com base em dois motivos. O sinal
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cromatogra´fico apresenta um valor de a´rea muito baixo e o me´todo de integrac¸a˜o
na˜o o identifica, ou e´ identificado como branco na ana´lise do solvente, figura 4.1
e trata-se na realidade de uma contaminac¸a˜o no vial ou qualquer outro material
usado na preparac¸a˜o da amostra. De qualquer forma, de salientar que a presenc¸a
deste sinal na˜o tem qualquer influeˆncia na ana´lise quantitativa ou qualitativa do
paraˆmetro em avaliac¸a˜o. A linha de base no cromatograma mante´m-se esta´vel
o que facilita a avaliac¸a˜o quantitativa e qualitativa dos sinais cromatogra´ficos
na amostra e traduz os resultados dos paraˆmetros cromatogra´ficos alcanc¸ados
para a seletividade, apresentados na tabela 4.1.
Figura 4.4: Registo cromatogra´fico obtido apo´s injec¸a˜o de 10 mL de soluc¸a˜o
fo´rmula reconstituida (BlueOS FR) e respetiva eluic¸a˜o em modo isocra´tico de
acordo com as condic¸o˜es cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.4.
A figura 4.4, apresenta o cormatograma relativo a` injec¸a˜o de 10 mL de solu-
c¸a˜o fo´rmula reconstitu´ıda (BlueOS FR) e respetiva eluic¸a˜o em modo isocra´tico
de acordo com as condic¸o˜es cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.4. Como
descrito anteriormente, a fo´rmula reconstitu´ıda compo˜e toda a formulac¸a˜o, ex-
ceto apenas o material de embalagem. Os tempos de retenc¸a˜o dos constituintes
da formulac¸a˜o mante´m-se inalterados, o que indica que na˜o existe interfereˆncia
dos sinais cromatogra´ficos referentes aos excipientes e aquele respeitante a` subs-
taˆncia ativa, isto e´, os sinais cromatogra´ficos de placebo apresentam os tempos
de retenc¸a˜o caracter´ısticos, 0.178 min, 0.454 min, 1.079 min e 2.860 min, na˜o
interferindo com o tempo de retenc¸a˜o carater´ıstico da substancia ativa, 1.552
min.
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Figura 4.5: Gra´fico representativo da pureza do sinal cromatogra´fico da soluc¸a˜o
fo´rmula reconstitu´ıda (BlueOS FR)
A figura 4.5, apresenta o gra´fico de pureza do sinal cromatogra´fico de subs-
taˆncia ativa na fo´rmula reconstitu´ıda. A avaliac¸a˜o deste gra´fico e´ requerida
normativamente e apresenta uma evideˆncia de que a substaˆncia ativa e´ total-
mente pura na formulac¸a˜o. Em alguns casos pode acontecer algum tipo de
degradac¸a˜o de um dos excipientes da formulac¸a˜o e esses produtos apresentarem
um tempo de retenc¸a˜o igual ao tempo de retenc¸a˜o da substaˆncia ativa o que
pode levar a uma quantificac¸a˜o por excesso desta ou, em casos limite ao apare-
cimento de impurezas decorrentes da sua degradac¸a˜o e que podem apresentar
toxicidade aguda para o organismo.
4.1.2 Linearidade
A linearidade foi avaliada atrave´s da curva de calibrac¸a˜o pela ana´lise de cinco
soluc¸o˜es padra˜o com cinco n´ıveis de concentrac¸a˜o de BlueOS SA e BlueOS
FR, 40 %, 60 %, 100 %, 120 % 150 %. As soluc¸o˜es foram analisadas com
injec¸a˜o dupla de acordo com o me´todo definido e foram calculados os fatores
de resposta para substaˆncia ativa quando analisada individualidade e na fo´rmula
reconstitu´ıda. A tabela 4.2, apresenta a concentrac¸a˜o das amostras em cada
um dos n´ıveis avaliados, a a´rea obtida pelo sinal cromatogra´fico de substaˆncia
ativa e o respetivo fator de resposta.
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Tabela 4.2: Linearidade da soluc¸a˜o padra˜o (BlueOS SA) e fo´rmula reconstitu´ıda
(BlueOS FR)
BlueOS (SA) Fo´rmula Reconstitu´ıda
Nivel (%)
Concentrac¸a˜o A´rea
RF
Concentrac¸a˜o A´rea
RF
[mg/mL] (n=2) [mg/mL] (n=2)
40 0.01519 159928 1.053E+07 0.01519 156448 1.030E+07
60 0.02003 208310 1.040E+07 0.02003 205559 1.026E+07
100 0.03040 314402 1.034E+07 0.03040 313181 1.030E+07
120 0.03646 378423 1.038E+07 0.03646 377056 1.034E+07
150 0.04560 468746 1.028E+07 0.04560 462570 1.014E+07
Os resultados apresentam uma relac¸a˜o de proporcionalidade direta entre os
n´ıveis de concentrac¸a˜o avaliados e a respetiva resposta cromatogra´fica (a´rea do
sinal cromatogra´fico).
Figura 4.6: Curva de calibrac¸a˜o para soluc¸a˜o padra˜o (BlueOS SA) e fo´rmula
reconstitu´ıda (BlueOS FR)
A figura 4.6, representa as curvas de calibrac¸a˜o obtidas a partir do valor dos
fatores de resposta e a equac¸a˜o da respetiva reta de regressa˜o linear estabelecida
com base no me´todo dos m´ınimos quadrados, descrito na secc¸a˜o 2.3.1. As retas
de regressa˜o linear do padra˜o, A´rea (SA)= 1.014E+07×C(SA) + 3.464E+03 e
da fo´rmula reconstitu´ıda, A´rea (FR)= 1.020E+07 × C(FR) +4.814E +03, sa˜o
utilizadas para o ca´lculo dos paraˆmetros de avaliac¸a˜o da Linearidade, apresen-
tados na tabela 4.3.
A tabela 4.3 apresenta os resultados obtidos pelas equac¸o˜es das retas da
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Tabela 4.3: Paraˆmetros de Regressa˜o da soluc¸a˜o padra˜o (BlueOS SA) e fo´rmula
Reconstitu´ıda (BlueOS FR)
Paraˆmetro BlueOS SA FR Limites
y-Intercec¸a˜o 1.53% 1.11% <+/- 3%
Coeficiente de Correlac¸a˜o 0.9999 0.9995 >0.997
Soma dos quadrados residual 5.98E+06 3.36E+07 -
RSD 0.4% <+/- 3%
figura 4.6, estabelecidas com base no me´todo dos m´ınimos quadrados. O co-
eficiente de correlac¸a˜o para as duas retas correspondentes a` substaˆncia ativa e
fo´rmula reconstitu´ıda apresentam valores individuais muito pro´ximos da unidade.
O desvio padra˜o obtido por comparac¸a˜o entre as duas amostras analisadas, 0.4
% e´ inferior ao limite m´ınimo aceite como percentagem ma´xima de desvio (3
%). A intercec¸a˜o e´ outro dos paraˆmetros aceite com valores de 1.53 % e 1.11
% para a substaˆncia ativa e formula reconstitu´ıda, respetivamente. Ambos os
valores de intercec¸a˜o se encontram abaixo do m´ınimo estipulado para aceitac¸a˜o
deste paraˆmetro (3 %).
4.1.3 Precisa˜o e Exatida˜o
A precisa˜o foi avaliada atrave´s dos resultados obtidos na recuperac¸a˜o para as
soluc¸o˜es de fo´rmula reconstitu´ıda em treˆs n´ıveis de concentrac¸a˜o, 50 %, 100 %,
120 %. Para cada n´ıvel de concentrac¸a˜o foram preparadas treˆs amostras tendo
em conta a concentrac¸a˜o teo´rica da substaˆncia ativa e a respetiva compensac¸a˜o
de mistura de excipientes. As amostras foram analisadas apo´s injec¸a˜o tripla.
A tabela 4.4, apresenta os resultados obtidos para o paraˆmetro: recupe-
rac¸a˜o. Em todos os n´ıveis avaliados, 50 %, 100 %, e 120 %, a recuperac¸a˜o
apresenta valores dentro do intervalo de especificac¸a˜o estabelecido para aceita-
c¸a˜o do ensaio de exatida˜o, 97 % e 103 % e desvios relativos de 0.84 %, 0.11
% e 0.95 %, abaixo do limite m´ınimo exigido, isto e´, inferiores a dois pontos
percentuais.
Os resultados obtidos foram validados estatisticamente para um intervalo
de confianc¸a de 95 % e os resultados encontram-se dentro dos limites deste
u´ltimo, atribuindo-lhes significaˆncia estat´ıstica e validando a precisa˜o do me´todo
de conteu´do na quantificac¸a˜o da substaˆncia ativa na formulac¸a˜o final.
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Tabela 4.4: Resultados da avaliac¸a˜o dos paraˆmetros precisa˜o e exatida˜o da
soluc¸a˜o padra˜o (BlueOS SA) e fo´rmula reconstitu´ıda (BlueOS FR)
N´ıvel Concentrac¸a˜o Amostra Recuperac¸a˜o Recuperac¸a˜o RSD IC
(%) [mg/mL] (n) (%) (%) (%) (95%)
N1
0.015
#1 98.31
98.2 0.84 96.1-100.2
(50%)
#2 97.31
#3 98.92
N2
0.030
#1 98.50
98.4 0.11 98.1-98.7
(100%)
#2 98.30
#3 98.41
N3
0.042
#1 98.00
98.1 0.95 95.8-100.5
(120%)
#2 97.21
#3 99.13
4.1.4 Repetibilidade
A repetibilidade foi avaliada a partir dos resultados obtidos na ana´lise de precisa˜o
e a compilac¸a˜o final dos mesmos encontra-se apresentada na tabela 4.5.
Tabela 4.5: Resultado final da avaliac¸a˜o da repetibilidade da soluc¸a˜o padra˜o
(BlueOS SA) e fo´rmula reconstitu´ıda (BlueOS FR)
N´ıvel Concentrac¸a˜o Recuperac¸a˜o Limites RSD Limites
(%) [mg/mL] (%) (%) (%) (%)
50% 0.015 98.2
97-103
0.84
<3100% 0.030 98.4 0.11
120% 0.042 98.1 0.95
A repetibilidade apresenta valores dentro dos limites estabelecidos como
especificac¸a˜o para a validac¸a˜o deste paraˆmetro (98 % - 102 %) nos treˆs n´ıveis
avaliados, nomeadamente, 98.2 % para a o n´ıvel de concentrac¸a˜o de 50 %, 98.4
% para o n´ıvel de concentrac¸a˜o de 100 % e 98.1 % para o n´ıvel de concentrac¸a˜o
de 120 %. Os valores percentuais para o desvio padra˜o relativo, 0.84, 0.11 e
0.95, para os n´ıveis 50 %, 100 % e 120 %, respetivamente, sa˜o inferiores ao
valor estabelecido como m´ınimo exig´ıvel para a dispersa˜o relativa entre medic¸o˜es
(3 %).
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4.1.5 Estabilidade das Soluc¸o˜es
O estudo da estabilidade consiste em avaliar a estabilidade das soluc¸o˜es pa-
dra˜o e das soluc¸o˜es de fo´rmula reconstitu´ıda a` temperatura ambiente conside-
rando como tempo inicial, zero horas. Para avaliac¸a˜o do estudo de estabilidade,
analisaram-se treˆs soluc¸o˜es padra˜o na concentrac¸a˜o central da gama de trabalho
[0.03 mg/mL] correspondente ao n´ıvel de 100 % de substaˆncia ativa e treˆs so-
luc¸o˜es de fo´rmula reconstitu´ıda, apo´s filtrac¸a˜o. Estas soluc¸o˜es foram mantidas
a` temperatura ambiente e analisadas com injec¸a˜o dupla em intervalos de 24
horas.
Tabela 4.6: Resultados da ana´lise da estabilidade da soluc¸a˜o padra˜o (BlueOS
SA) e fo´rmula reconstitu´ıda (BlueOS FR)
Amostra
BlueOS SA BlueOS FR
RF RF RF RF RF RF
t=0h t=24h t=48h t=0 t=24h t=48h
#1 9.283E+06 9.258E+06 9.217E+06 8.631E+06 8.656E+06 8.687E+06
#2 9.268E+06 9.269E+06 9.184E+06 9.057E+06 9.031E+06 9.058E+06
#3 9.361E+06 9.377E+06 9.342E+06 9.034E+06 9.045E+06 9.055E+06
RF (n=3) 9.304E+06 9.301E+06 9.247E+06 8.907E+06 8.910E+06 8.933E+06
Evoluc¸a˜o RF - -0.03 -0.61 - 0.04 0.29
T-test
- 0.833 0.100 - 0.857 0.245
(p-value)
A tabela 4.6, apresenta os fatores de resposta obtidos nos va´rios tempos de
estabilidade estudados. A ana´lise dos resultados mostra uma similaridade esta-
t´ıstica significativa para todos os tempos estudados quando comparados com os
valores do fator de resposta obtidos no controlo (t= 0). Os valores de prova de
todos os tempos sa˜o superiores a 0.05, designadamente 0.833 para a substaˆncia
ativa em 24 horas e 0.100 para a mesma apo´s 48 horas de preparac¸a˜o. Resul-
tados semelhantes foram obtidos para a fo´rmula reconstitu´ıda, 0.857 e 0.245
para os tempos 24 horas e 48 horas, respetivamente. Os resultados validam a
hipo´tese nula, H0, o que evideˆncia a existeˆncia de similaridade estat´ıstica para
os resultados ate´ 48 horas quando comparados com o tempo t= 0. O desvio
relativo inferior a 2 % valida os resultados. A amostra padra˜o de substaˆncia
ativa e fo´rmula reconstitu´ıda apresentam estabilidade a` temperatura ambiente
ate´ 48 horas apo´s preparac¸a˜o .
52 CAPI´TULO 4. RESULTADOS E DISCUSSA˜O
4.2 Pre´-validac¸a˜o do me´todo de Dissoluc¸a˜o
Para a pre´-validac¸a˜o do me´todo de conteu´do foram analisados os paraˆmetros
requeridos para a aceitac¸a˜o do mesmo pelas autoridades. O propo´sito anal´ıtico
e as especificac¸o˜es dos mesmos foram descritas na secc¸a˜o 2.3.1. A Filtrac¸a˜o;
Seletividade; Linearidade; Precisa˜o/Recuperac¸a˜o; Repetibilidade e Estabilidade
das Soluc¸o˜es foram os paraˆmetros analisados e os resultados dos testes realizados
encontram-se compilados ao longo da presente secc¸a˜o.
Durante a validac¸a˜o do me´todo de conteu´do foi considerada a soluc¸a˜o amos-
tra para uma substaˆncia ativa (SA) com uma concentrac¸a˜o de [0.00100 mg/mL]
como a soluc¸a˜o a 100 %, (valor central da gama de linearidade em estudo). Al-
guns dos paraˆmetros presentes na Guideline Q2 (R1) da ICH, para a validac¸a˜o de
me´todos anal´ıticos na˜o referem o nu´mero de amostras ou injec¸o˜es necessa´rias,
assim, o crite´rio usado foi o descrito na SOP interna de validac¸a˜o de me´todos
anal´ıticos na Bluepharma, Indu´stria Farmaceˆutica, S.A. Os limites de aceitac¸a˜o
para os paraˆmetros de validac¸a˜o esta˜o descritos na tabela 2.3 [31, 74].
4.2.1 Filtrac¸a˜o
O processo de preparac¸a˜o de amostras e´ crucial quando se valida um me´todo
anal´ıtico. Os testes de filtrac¸a˜o sa˜o realizados para determinar quais os filtros
compat´ıveis com as amostras a filtrar sem que haja perda da substaˆncia ativa
durante este processo. Entende-se como compat´ıvel, um filtro que torne a
amostra o mais limpa poss´ıvel da carga de excipientes sem que haja retenc¸a˜o
do principio ativo no filtro.
Um teste de filtrac¸a˜o, pressupo˜e, segundo a norma interna, que se analisem:
 Branco - Solvente (3 injec¸o˜es ou ate´ estabilizac¸a˜o da linha de base);
 Padra˜o BlueOS SA #1 100 % [0.00100 mg/mL] (3 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #2 100 % [0.00100 mg/mL] (3 injec¸o˜es)
 Soluc¸a˜o de Fo´rmula Reconstitu´ıda BlueOS a 100 % [0.00100 mg/mL] na˜o filtrada (3
injec¸o˜es)
 Soluc¸a˜o de Fo´rmula Reconstitu´ıda BlueOS a 100 % [0.00100 mg/mL] filtrada com cada
tipo de filtro (3 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #1 ou #2 Controlo 100 % [0.00100 mg/mL] (1 injec¸a˜o a cada 6
amostras)
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Apo´s a preparac¸a˜o e ana´lise das amostras, de acordo com a secc¸a˜o 3.1.5.2,
estudou-se o efeito de cada tipo de filtro na resposta da soluc¸a˜o de substaˆncia
ativa filtrada relativamente a` mesma quando na˜o e´ submetida a filtrac¸a˜o.
A avaliac¸a˜o deste paraˆmetro de validac¸a˜o foi feita a partir da ana´lise dos
tempos de retenc¸a˜o de cada substaˆncia ativa e dos fatores de resposta das
soluc¸o˜es na˜o filtradas e filtradas. Para ale´m da soluc¸a˜o padra˜o, BlueOS SA, foi
analisado ainda o branco (solvente), com o intuito de verificar o aparecimento
ou auseˆncia de sinais cromatogra´ficos de solvente apo´s filtrac¸a˜o das soluc¸o˜es. O
ensaio foi realizado em duplicado para duas concentrac¸o˜es de substaˆncia ativa,
22.4 % e 84 %, visando desta forma, simular os tempos de colheita com mais
impacto no perfil de dissoluc¸a˜o, dissipando qualquer suspeita da influeˆncia da
filtrac¸a˜o nos resultados.
Os resultados obtidos com os diferentes filtros encontram-se na tabelas 4.7
e 4.8.
A tabela 4.7 compila os resultados do teste de filtrac¸a˜o da fo´rmula recons-
titu´ıda com quatro tipos de filtros, Nylon VWR, GHP Pall, PVDF Millipore,
PVDF Pall e dois online Agilent e Vankel, estes u´ltimos utilizados na filtrac¸a˜o
aquando a colheita de amostra do vaso de dissoluc¸a˜o. Os resultados foram
comparados com a amostra na˜o filtrada dos quais foi retirado o respetivo desvio
e foi realizado um t-teste para observar a similaridade estat´ıstica ou auseˆncia
desta aquando a comparac¸a˜o das amostras, filtrada e na˜o filtrada. O valor do
desvio encontra-se para todos os filtros, a` excec¸a˜o do Nylon VWR, abaixo do
limite ma´ximo permitido (inferior a 2 %). Desta forma, numa primeira aborda-
gem qualquer um dos filtros e´ aceita´vel para filtrac¸a˜o da amostra a` excec¸a˜o dos
filtros Nylon VWR. O teste estat´ıstico realizado para um intervalo de confianc¸a
de 95 %, valida a hipo´tese nula, apresentando valores de prova acima de 0.05,
evidenciando a existeˆncia de similaridade estat´ıstica entre os fatores de resposta
da amostra na˜o filtradas e os fatores de resposta obtidos para os filtros GHP
Pall, PVDF Pall, PVDF Millipore, Agilent e Vankel.
A tabela 4.8 compila os resultados do teste de filtrac¸a˜o da fo´rmula recons-
titu´ıda com quatro tipos de filtros para filtrac¸a˜o de amostra: Nylon VWR, GHP
Pall, PVDF Pall e PVDF Millipore para filtrac¸a˜o apo´s colheita e dois online:
Agilent e Vankel. A dispersa˜o de valores entre as amostras filtradas e na˜o filtra-
das evidencia um fraco desempenho dos filtros Nylon VWR, que apresentam um
desvio de 2.37 % quando comparado com a amostra na˜o filtrada. Este valor,
encontra-se acima do limite m´ınimo estabelecido para o desvio (inferior a dois
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pontos percentuais), o que torna os filtros Nylon VWR na˜o aptos para filtra-
c¸a˜o da amostra de fo´rmula reconstitu´ıda. Os filtros Vankel, a` semelhanc¸a dos
resultados obtidos para os filtros Nylon VWR, apresentam tambe´m resultados
insatisfato´rios, o valor do desvio fica muito perto do limite ma´ximo permitido, o
que na˜o evideˆncia confianc¸a para a utilizac¸a˜o dos mesmos. Os restantes filtros:
GHP Pall e PVDF Millipore apresentam resultados de desvio abaixo de dois
pontos percentuais. O teste t de student realizado para avaliac¸a˜o da certeza
estat´ıstica dos resultados para a performance dos filtros corroboram a discussa˜o
anterior. Os filtros Nylon VWR apresentam um valor de prova abaixo dos 0.05,
o que rejeita a hipo´tese nula. O mesmo resultado e´ apresentado para os filtros
PVDF Pall e Vankel, na˜o existindo por isso, similaridade estat´ıstica entre estes
u´ltimos e a amostra na˜o filtrada.
4.2.2 Seletividade
A Seletividade foi avaliada atrave´s da injec¸a˜o sequencial das amostras abaixo.
O me´todo anal´ıtico de conteu´do exigia a preparac¸a˜o e injec¸a˜o de duas amostras
de padra˜o a 100 % (valor central da gama de trabalho), com a concentrac¸a˜o de
[0.00100 mg/mL], injetadas de forma sequencial. Estas duas amostras, BlueOS
SA #1 e BlueOS SA #2, foram preparadas a partir de dois stocks distintos e
representam a calibrac¸a˜o da ana´lise. De seguida foram avaliadas as amostras da
soluc¸a˜o de substaˆncia ativa e fo´rmula reconstitu´ıda, ambas com a concentrac¸a˜o
central da gama de trabalho.
As amostras analisadas forma preparadas de acordo com o procedimento
descrito na secc¸a˜o 3.1.5.2 e a ana´lise cromatogra´fica foi realizada de acordo
com as condic¸o˜es para quantificac¸a˜o da substaˆncia ativa, descritas na tabel
3.1.5.2.
 Branco - Solvente (3 injec¸o˜es ou ate´ estabilizac¸a˜o da linha de base);
 Padra˜o BlueOS SA #1 100 % [0.00100 mg/mL] (3 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #2 100 % [0.00100 mg/mL] (3 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA 100 % [0.00100 mg/mL] (2 injec¸o˜es)
 Soluc¸a˜o Placebo (Excipientes) (2 injec¸o˜es)
 Soluc¸a˜o de Fo´rmula Reconstitu´ıda (Excipientes+SA) (2 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #1 ou #2 100 % [0.00100 mg/mL] Controlo (1 injec¸a˜o)
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Tabela 4.9: Resultados obtidos para os paraˆmetros de desempenho do sistema
n
tR
A´rea Rs As N k’
Interfereˆncia
(min) (%)
BlueOS SA
#1 6.565 112611 6.68 1.28 2890 20.88
1.3
#2 6.565 113309 6.79 1.27 2855 21.18
Me´dia (n=2) 6.565 112960 6.74 1.28 2873 21.38
BlueOS FR
#1 6.587 114544 3.94 1.27 2699 20.95
#2 6.587 114429 3.95 1.28 2673 20.95
Me´dia (n=2) 6.587 114487 3.95 1.28 2686 20.95
Limites
<5% entre
- > 1.5 > 1 > 1000 > 2 < 2
SA e FR
A tabela 4.9 apresenta os valores dos paraˆmetros exigidos para a aprova-
c¸a˜o do paraˆmetro seletividade. Os limites para a avaliac¸a˜o de um me´todo de
conteu´do esta˜o descritos no 2. Os resultados obtidos encontram-se dentro dos
limites da especificac¸a˜o para cada paraˆmetro avaliado na seletividade.
A resoluc¸a˜o (Rs) apresenta um valor me´dio de 6.74 para a substaˆncia ativa
e de 3.95 para a fo´rmula reconstitu´ıda. Os dois resultados esta˜o acima do
limite m´ınimo exigido para este paraˆmetro de performance (>1.5). Ainda assim,
e´ necessa´rio discutir a discrepaˆncia de valores de resoluc¸a˜o entre a fo´rmula
reconstitu´ıda e a substaˆncia ativa, uma vez que o valor de resoluc¸a˜o desta
u´ltima e´ o dobro do valor da primeira. A ana´lise das figuras 4.8 e 4.10 ajudam
a perceber este resultado. Sendo a resoluc¸a˜o uma medida de separac¸a˜o entre
um sinal cromatogra´fico e aquele que e´ elu´ıdo imediatamente antes, enta˜o,
quanto mais pro´ximos estiverem dois sinais cromatogra´ficos, menor sera´ o valor
da resoluc¸a˜o entre estes. De fato, a observac¸a˜o das figuras atra´s enunciadas
permite visualizar que no cromatograma relativo a` substancia ativa existe um
sinal cromatogra´fico com tempo de retenc¸a˜o de 3.934 min na figura 4.8 e na
figura 4.10, representativa da fo´rmula reconstitu´ıda, existem mais dois sinais,
neste caso de placebo, com tempos de retenc¸a˜o de 4.350 min e 5.014 min.
A aproximac¸a˜o destes u´ltimos ao sinal cromatogra´fico de substaˆncia ativa na
amostra de fo´rmula reconstitu´ıda explica a reduc¸a˜o no valor de resoluc¸a˜o.
O fator de capacidade, k’, na˜o sendo um requisito exigido normativamente, e´
um requisito interno e portanto avaliado. Este u´ltimo apresenta um valor me´dio
de 21.38, para a substaˆncia ativa e de 20.95 para a fo´rmula reconstitu´ıda, ambos
muito acima do limite m´ınimo exigido para avaliac¸a˜o deste paraˆmetro (inferior
a duas unidades).
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A assimetria (As) apresenta um valor ligeiramente acima daquele que e´ o
limite exigido para aceitac¸a˜o deste paraˆmetro cromatogra´fico. No entanto, e´
necessa´rio perceber o impacto que este valor tem quando todos os restantes
paraˆmetros se encontram dentro dos valores normais ja´ que este pode ser re-
sultado de caracter´ısticas muito especificas da mole´cula analisada. Uma vez
que estes resultados sa˜o muito comuns, aos sinais cromatogra´ficos que apre-
sentam um valor de assimetria superior a uma unidade, designam-se por sinais
cromatogra´ficos com “fronting”.
O tempo de retenc¸a˜o da substaˆncia ativa quando avaliada de forma indivi-
dual ou na presenc¸a de excipientes, fo´rmula reconstitu´ıda, na˜o se desloca mais
de 5 %. A percentagem de interfereˆncia entre estas u´ltimas e´ inferior ao li-
mite m´ınimo exigido, indicando uma quase total auseˆncia de interfereˆncia de
excipientes e solventes na quantificac¸a˜o do sinal cromatogra´fico da substaˆncia
ativa.
Os gra´ficos das figuras 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, representam os cromatogramas
resultantes da injec¸a˜o das amostras descritas acima na sequeˆncia acima. A sua
avaliac¸a˜o serve como um complemento a` tabela 4.9 e evideˆncia a aprovac¸a˜o do
paraˆmetro seletividade para o me´todo de dissoluc¸a˜o.
Figura 4.7: Registo cromatogra´fico obtido apo´s injec¸a˜o de 95 mL de soluc¸a˜o
de solvente e respetiva eluic¸a˜o em modo gradiente de acordo com as condic¸o˜es
cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.5
A figura 4.7 apresenta o cromatograma obtido apo´s injec¸a˜o de 95 mL de
soluc¸a˜o de solvente e respetiva eluic¸a˜o em modo gradiente de acordo com as
condic¸o˜es cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.5, designado em qualquer
momento por branco. O branco apresenta cinco sinais cromatogra´ficos caracte-
r´ısticos, com o tempos de retenc¸a˜o de 0.429 min, 3.940 min e duas oscilac¸o˜es
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com alguma proemineˆncia que foram numa primeira fase tambe´m identifica-
das como sinais cromatogra´ficos de branco, estes u´ltimos apresentando tempos
de retenc¸a˜o de 1.377 min e 1.692 min. A utilizac¸a˜o de Tween 20 no meio
de dissoluc¸a˜o pode justificar o sinal cromatogra´fico de dimensa˜o muito elevada
com tempo de retenc¸a˜o de 10.293 min, tambe´m ele um sinal cromatogra´fico de
branco.
Figura 4.8: Registo cromatogra´fico obtido apo´s injec¸a˜o de 95 mL soluc¸a˜o padra˜o
BlueOS SA e respetiva eluic¸a˜o em modo gradiente de acordo com as condic¸o˜es
cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.5
A figura 4.8 apresenta o cormatograma t´ıpico obtido apo´s injec¸a˜o de 95 mL
soluc¸a˜o padra˜o BlueOS SA e respetiva eluic¸a˜o em modo gradiente de acordo
com as condic¸o˜es cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.5. A substaˆncia
ativa e´ eluida com um tempo de retenc¸a˜o de 6.565 min. Os sinais cromato-
gra´ficos de branco manteˆm-se, tal como os tempo de retenc¸a˜o caracter´ıstico
destes, 0.361 min, 0.587 min, 1.366 min, 1.697 min, 3.934 min e 10.293 min.
A presenc¸a destes sinais, apesar de abundantes em concentrac¸a˜o e nu´mero, na˜o
tem qualquer influeˆncia na ana´lise quantitativa ou qualitativa do sinal corres-
pondente a` substaˆncia ativa, tal como discutido nos resultados da tabela 4.9.
A linha de base no cromatograma apresentado mante´m-se esta´vel o que facilita
a avaliac¸a˜o quantitativa e qualitativa dos sinais na amostra o que traduz tam-
be´m os valores dos paraˆmetros cromatogra´ficos alcanc¸ados para a seletividade,
tabela 4.9.
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Figura 4.9: Registo cromatogra´fico obtido apo´s injec¸a˜o de 95 mL soluc¸a˜o placebo
e respetiva eluic¸a˜o em modo gradiente de acordo com as condic¸o˜es cromato-
gra´ficas estabelecidas na tabela 3.5
A figura 4.9 apresenta registo cromatogra´fico obtido apo´s injec¸a˜o de 95 mL
soluc¸a˜o placebo e respetiva eluic¸a˜o em modo gradiente de acordo com as con-
dic¸o˜es cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.5. O placebo ou excipiente,
como descrito no capitulo 2, e´ todo o constituinte da formulac¸a˜o, exceto o
material de embalagem e a substaˆncia ativa. O registo apresentado evidencia
a presenc¸a de sinais cromatogra´ficos, caracter´ısticos da carga de excipientes
na amostra, estes u´ltimos eluidos nos tempos de retenc¸a˜o de 1.127 min, 1.172
min, 4.330 min e 5.014 min. O sinal cromatogra´fico aos 4.350 min, aproxima-se
bastante do sinal cromatogra´fico do branco com um tempo de retenc¸a˜o muito
pro´ximo, 3.940 min, figura 4.7 sendo, por defeito, integrado aquele que maior
concentrac¸a˜o apresenta na amostra, neste caso, o placebo. Todos os sinais cro-
matogra´ficos de placebo sa˜o vis´ıveis, bem definidos e facilmente quantifica´veis.
A linha de base considera-se bastante esta´vel.
A figura 4.10 apresenta o registo cromatogra´fico obtido apo´s injec¸a˜o de
95 mL soluc¸a˜o de fo´rmula reconstitu´ıda (BlueOS FR) e respetiva eluic¸a˜o em
modo gradiente de acordo com as condic¸o˜es cromatogra´ficas estabelecidas na
tabela 3.5. Como descrito no capitulo 2, a fo´rmula reconstitu´ıda compo˜e toda a
formulac¸a˜o, com excec¸a˜o do material de embalagem. Os tempos de retenc¸a˜o dos
constituintes da formulac¸a˜o mante´m-se. Os sinais cromatogra´ficos de branco,
com tempo de retenc¸a˜o de 0.395 min, 0.582 min, 0.710 min, 1.910 min, 3.934
min e 10.287 min e dos excipientes, 1.164 min, 1.271 min, 4.322 min, 4.994
min manteˆm-se inalterados. O sinal cromatogra´fico da substaˆncia ativa e´ elu´ıdo
com o tempo de retenc¸a˜o normal para o me´todo de ana´lise, 6.587 min.
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Figura 4.10: Registo cromatogra´fico obtido apo´s injec¸a˜o de 95 mL soluc¸a˜o de
fo´rmula reconstitu´ıda (BlueOS FR) e respetiva eluic¸a˜o em modo gradiente de
acordo com as condic¸o˜es cromatogra´ficas estabelecidas na tabela 3.5
Estes resultados evidenciam a auseˆncia de interfereˆncia entre os sinais carac-
ter´ısticos de todas as substaˆncias envolvidas na avaliac¸a˜o da seletividade, como
de resto os resultados alcanc¸ados nos paraˆmetros cromatogra´ficos da tabela 4.9
sugeriram.
Figura 4.11: Gra´fico representativo da pureza do sinal cromatogra´fico da soluc¸a˜o
de fo´rmula reconstitu´ıda (BlueOS FR)
A figura 4.11 apresenta o gra´fico de pureza de substaˆncia ativa na fo´rmula
reconstitu´ıda. A avaliac¸a˜o deste gra´fico e´ requerida normativamente e apresenta
a evideˆncia de que o sinal cromatogra´fico de substaˆncia ativa na˜o se encontra
sobreposto ou justaposto com nenhum outro sinal de outra substaˆncia presente,
nomeadamente sinais cromatogra´ficos de placebo, branco ou mesmo de impu-
rezas decorrentes da degradac¸a˜o na˜o controlada da substaˆncia ativa.
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4.2.3 Linearidade
A linearidade foi avaliada atrave´s da curva de calibrac¸a˜o pela ana´lise de cinco
soluc¸o˜es padra˜o com as respetivas concentrac¸o˜es de BlueOS nos n´ıveis de 10
%, 20 %, 50 %, 100 % e 140 % e deve ser capaz de revelar resultados de
proporcionalidade direta com a concentrac¸a˜o do analito na gama de trabalho
analisada. Estatisticamente, este paraˆmetro e´ avaliado atrave´s do ca´lculo da
regressa˜o linear pelo me´todo dos m´ınimos quadrados, cuja fundamentac¸a˜o se
encontra descrita na secc¸a˜o 2.3.1 e 2.4.6. As soluc¸o˜es foram analisadas com
injec¸a˜o dupla, de acordo com o me´todo definido e a sequeˆncia abaixo apresen-
tada12, sendo posteriormente calculados os fatores de resposta para a substaˆncia
ativa e fo´rmula reconstitu´ıda .
 Branco - Solvente (3 injec¸o˜es ou ate´ estabilizac¸a˜o da linha de base);
 Padra˜o BlueOS SA #1 100 % [0.00100 mg / mL] (3 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #2 100 % [0.00100 mg / mL] (3 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA 10 % [0.00009 mg / mL] (2 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA 20 % [0.00018 mg/ mL] (2 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA 50 % [0.00044 mg / mL] (2 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #1 ou #2 100 % [0.00100 mg / mL] (Controlo - 1 injec¸a˜o)
 Padra˜o BlueOS SA 100 % [0.00100 mg / mL] (3 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA 140 % [0.00125 mg / mL] (2 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #1 ou #2 100 % [0.00100 mg / mL] Controlo (1 injec¸a˜o)
A tabela 4.10, apresenta os resultados da linearidade para a substaˆncia ativa
e fo´rmula reconstitu´ıda para os n´ıveis da gama de linearidade em estudo, 10 %,
20 %, 50 %, 100 % e 140 %. A gama de trabalho foi estabelecida de acordo
com a norma ICH e as amostras preparadas e analisadas de acordo com a secc¸a˜o
3.1.5.2 e 3.1.5.2. A avaliac¸a˜o do paraˆmetro linearidade foi realizada com base
nos fatores de resposta relativos a toda a gama de concentrac¸o˜es estudada. A
concentrac¸a˜o da substaˆncia ativa apresenta uma proporcionalidade direta com
o aumento do n´ıvel da gama de trabalho.
1A sequeˆncia de ana´lise acima foi repetida para a avaliac¸a˜o das amostras da Fo´rmula
Reconstituida
2O conteu´do de Excipientes nas das amostras e´ proporcional a` quantidade de SA em cada
n´ıvel da gama de trabalho analisada.
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Tabela 4.10: Resultados da avaliac¸a˜o do paraˆmetro Linearidade da soluc¸a˜o
padra˜o (BlueOS SA) e fo´rmula reconstitu´ıda (BlueOS FR)
Concentrac¸a˜o BlueOS SA BlueOS FR
(%)
Concentrac¸a˜o A´rea RF Concentrac¸a˜o A´rea RF
[mg/L] (n=2) [mg/L] (n=2)
10 0.090 9886 1.010E+08 0.090 9822 1.091E+08
20 0.180 20096 1,116E+08 0.180 20269 1.126E+08
50 0.440 49206 1,118E+08 0.440 50660 1.151E+08
100 1.000 114338 1.143E+08 1.000 113497 1.134E+08
140 1.250 144281 1.154E+08 1.250 144567 1.156E+08
Os resultado alcanc¸ados para a linearidade serviram de base para o estabe-
leciento da respetiva reta de calibrac¸a˜o, apresentada na figura 4.12.
Figura 4.12: Curva de calibrac¸a˜o da soluc¸a˜o padra˜o (BlueOS SA) e Fo´rmula
Reconstitu´ıda (BlueOS FR)
A figura 4.12 representa as retas de calibrac¸a˜o obtidas com base numa
regressa˜o linear entre os valores dos fatores de resposta e as concentrac¸o˜es
da substaˆncia ativa, BlueOS SA e da fo´rmula reconstitu´ıda, BlueOS FR, nos
n´ıveis de concentrac¸a˜o 10 %, 20 %, 50 %, 100 % e 140 %. A percentagem
de desvio a` ordenada na origem foi calculada a partir da equac¸a˜o 2.7. A figura
4.12, representa as retas de regressa˜o linear estabelecidas com base no me´todo
dos m´ınimos quadrados. As retas de regressa˜o linear do padra˜o, A´rea(SA)=
1.157E+08×C(SA) - 9.568E+02 e da fo´rmula reconstitu´ıda, A´rea (FR)= 1.153E
+07×C(FR) + 4.908E+02, sa˜o utilizadas para o ca´lculo dos paraˆmetros de
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avaliac¸a˜o da Linearidade, apresentados na tabela 4.11.
Tabela 4.11: Paraˆmetros de regressa˜o da soluc¸a˜o padra˜o BlueOS SA e fo´rmula
reconstitu´ıda.
Paraˆmetro BlueOS SA BlueOS FR Limites
y-Intercec¸a˜o (%) -0.84 -0.43 <+/- 3%
Coeficiente de Correlac¸a˜o (r) 0.999 0.999 >0.997
Soma dos quadrados 8.79E+05 6.40E+11
RSD 1.16E+08 1.15E+08
RSD entre BlueOS SA e FR (%) - -0.3 <+/- 3%
A tabela 4.11 apresenta o resultado final da avaliac¸a˜o dos valores pelas
equac¸o˜es das retas, figura 4.12. O coeficiente de correlac¸a˜o para as duas retas
correspondentes a` substaˆncia ativa e fo´rmula reconstitu´ıda apresentam valores
individuais muito pro´ximos da unidade. O desvio padra˜o obtido por compa-
rac¸a˜o entre as duas amostras analisadas, −0.3 %, e´ inferior ao limite m´ınimo
aceite como percentagem de desvio, designadamente 3 %. A intercec¸a˜o e´ ou-
tro dos paraˆmetros aceite com valores de 0.84 % e 0.43 % para a substaˆncia
ativa e formula reconstitu´ıda, respetivamente. Ambos os valores de intercec¸a˜o
se encontram abaixo do m´ınimo estipulado para aceitac¸a˜o deste paraˆmetro, 3
%. O coeficiente de correlac¸a˜o apresenta um valores acima de 0.999, entre
os paraˆmetros avaliados na substaˆncia ativa e fo´rmula reconstitu´ıda sugerindo
uma proporcionalidade direta entre a quantificac¸a˜o de substaˆncia ativa indivi-
dualmente e na fo´rmula reconstitu´ıda dentro da gama de valores testados.
4.2.4 Precisa˜o e Exatida˜o
A precisa˜o foi avaliada a partir dos resultados de recuperac¸a˜o obtidos da ana´lise
da soluc¸a˜o de substaˆncia ativa. A recuperac¸a˜o foi demonstrada a partir de
soluc¸o˜es com treˆs n´ıveis de concentrac¸a˜o, nomeadamente, a 50 %, 100 %,
120 %. Para cada concentrac¸a˜o foram preparadas treˆs amostras de fo´rmula
reconstitu´ıda com a concentrac¸a˜o teo´rica central da gama de trabalho [0.00100
mg/mL] e a respetiva compensac¸a˜o de mistura de excipientes. As 4.12, 4.13 e
4.14 apresentam os resultados da avaliac¸a˜o da precisa˜o do me´todo de dissoluc¸a˜o
em vaso de dissoluc¸a˜o ao fim de 2 min, 5 min e 10 min, do respetivo ensaio.
Esta ana´lise pressupo˜e a verificac¸a˜o de uma calibrac¸a˜o com duas soluc¸o˜es
padra˜o independentes preparadas segundo o me´todo anal´ıtico, para que se possa
calcular a recuperac¸a˜o de cada amostra, relativamente a` soluc¸a˜o padra˜o. A
4.2. PRE´-VALIDAC¸A˜O DO ME´TODO DE DISSOLUC¸A˜O 65
recuperac¸a˜o e´ calculada de acordo com a equac¸a˜o 2.11 e a validac¸a˜o estat´ıstica
e´ realizada com base no estabelecimento de um intervalo de recuperac¸a˜o obtido
atrave´s do teste t de student a 95 %.
Tabela 4.12: Resultados da avaliac¸a˜o dos paraˆmetros Exatida˜o e Precisa˜o
(Tempo= 2 min)
N´ıvel Concentrac¸a˜o
n
Concentrac¸a˜o Recuperac¸a˜o Recuperac¸a˜o RSD IC 95%
(%) [mg/L] real [mg/L] (%) (%) (%) [Min-Ma´x]
N1
0.500
#1 0.490 98.07
98.1 0.28 97.4-98.8
(50%)
#2 0.489 97.87
#3 0.492 98.42
N2
1.000
#1 0.868 99.34
99.4 0.07 99.2-99.6
(100%)
#2 0.868 99.35
#3 0.869 99.46
N3
1.250
#1 1.237 98.96
98.8 0.17 98.4-99.2
(120%)
#2 1.235 98.84
#3 1.232 98.62
A tabela 4.12 apresenta os valores individuais de recuperac¸a˜o para o tempo
de ensaio de 2 min. Em todos os n´ıveis de concentrac¸a˜o estudados, 50 %, 100
%, 120 %, a recuperac¸a˜o apresenta um valor superior ao limite m´ınimo e inferior
ao limite ma´ximo estimado no intervalo de confianc¸a, 98.1 %, 99.4 % e 98.8
% respetivamente, encontrando-se todos eles dentro do intervalo percentual
especificado na norma ICH para este paraˆmetro [95 % - 105 %]. Os desvios
relativos, encontram-se abaixo do valor percentual m´ınimo exigido (2 %) o
que valida os resultados. O me´todo de dissoluc¸a˜o e´ preciso, para os n´ıveis de
concentrac¸a˜o m´ınimo, ma´ximo e central da gama de trabalho ao fim de 2 min de
ensaio. Todos os resultados, sa˜o validados estatisticamente com um intervalo
de confianc¸a de 95%. Todos os resultados, sa˜o validados estatisticamente com
um intervalo de confianc¸a de 95%, sendo que em todos os n´ıveis testados, o
resultado percentual da recuperac¸a˜o se encontram acima do valor m´ınimo e
abaixo do valor ma´ximo estabelecido no respetivo intervalo.
A tabela 4.13 apresenta os valores individuais de recuperac¸a˜o para o tempo
de ensaio de 5 min. Em todos os n´ıveis de concentrac¸a˜o estudados, 50 %,
100 %, 120 %, a recuperac¸a˜o apresenta um valor superior ao limite m´ınimo e
inferior ao limite ma´ximo estimado no intervalo de confianc¸a, 100.5 %, 100.9
% e 100.9 %, respetivamente. Todos os valores de recuperac¸a˜o se encontram
dentro do intervalo requerido para avaliac¸a˜o deste paraˆmetro [95 % - 105 %].
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Tabela 4.13: Resultados da avaliac¸a˜o dos paraˆmetroa Precisa˜o e Exatida˜o
(Tempo= 5 min)
N´ıvel Concentrac¸a˜o
n
Concentrac¸a˜o Recuperac¸a˜o Recuperac¸a˜o RSD IC 95%
(%) [mg/L] real [mg/L] (%) (%) (%) [Min-Ma´x]
N1
0.500
#1 0.505 100.9
100.5 0.47 100.6-103.0
(50%)
#2 0.500 100.0
#3 0.504 100.8
N2
1.000
#1 0.879 100.6
100.9 0.39 99.9-102.8
(100%)
#2 0.882 100.8
#3 0.886 101.3
N3
1.250
#1 1.255 100.4
100.9 0.74 99.1-102.8
(120%)
#2 1.257 100.6
#3 1.272 101.8
Os desvios relativos, encontram-se abaixo do valor percentual m´ınimo exigido
(2 %), o que valida os resultados e todos os valores alcanc¸ados de recuperac¸a˜o
se encontram dentro dos intervalos de confianc¸a estabelecidos para cada um
dos n´ıveis da gama de trabalho avaliados. O me´todo de dissoluc¸a˜o e´ especifico,
para os n´ıveis de concentrac¸a˜o m´ınimo, ma´ximo e central da gama de trabalho
ao fim de 5 min de ensaio. Todos os resultados, sa˜o validados estatisticamente
com um intervalo de confianc¸a de 95%, sendo que em todos os n´ıveis testados,
o resultado percentual da recuperac¸a˜o se encontram acima do valor m´ınimo e
abaixo do valor ma´ximo estabelecido no respetivo intervalo.
Tabela 4.14: Resultados da avaliac¸a˜o dos paraˆmetros Precisa˜o e Exatida˜o
(Tempo= 10min)
N´ıvel Concentrac¸a˜o
n
Concentrac¸a˜o Recuperac¸a˜o Recuperac¸a˜o RSD IC 95%
(%) [mg/L] real [mg/L] (%) (%) (%) [Min-Ma´x]
N1
0.500
#1 0.506 101.3
101.4 0.18 100.9-101.8
(50%)
#2 0.508 101.6
#3 0.506 101.3
N2
1.000
#1 0.877 100.3
100.4 0.37 99.5-101.3
(100%)
#2 0.875 100.1
#3 0.881 100.8
N3
1.250
#1 1.253 100.3
100.7 0.48 99.5-101.9
(120%)
#2 1.258 100.7
#3 1.265 101.3
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A tabela 4.14 apresenta os valores individuais de recuperac¸a˜o o tempo de
ensaio de 10 min. Em todos os n´ıveis de concentrac¸a˜o estudados, 50 %, 100 %
e 140 %, a recuperac¸a˜o apresenta um valor superior ao limite m´ınimo e inferior
ao limite ma´ximo estimado no intervalo de confianc¸a, 101.4 %, 100.4 % e 100.7
%, respetivamente, encontrando-se todos eles dentro do intervalo percentual
especificado na norma ICH para este paraˆmetro [95 % - 105 %]. Os desvios
padra˜o relativos (RSD), encontram-se abaixo do valor percentual m´ınimo exigido
(2 %), o que valida os resultados. O me´todo de dissoluc¸a˜o e´ especifico, para
os n´ıveis de concentrac¸a˜o m´ınimo, ma´ximo e central da gama de trabalho ao
fim de 10min de ensaio. Todos os resultados, sa˜o validados estatisticamente
com im intervalo de confianc¸a de 95%. Todos os resultados, sa˜o validados
estatisticamente com um intervalo de confianc¸a de 95%, sendo que em todos
os n´ıveis testados, o resultado percentual da recuperac¸a˜o se encontram acima
do valor m´ınimo e abaixo do valor ma´ximo estabelecido no respetivo intervalo.
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4.2.5 Repetibilidade
A repetibilidade das soluc¸o˜es foi avaliada a partir dos resultados obtidos na
ana´lise do paraˆmetro precisa˜o, discutidos ao longo da secc¸a˜o 4.2.4.
Tabela 4.15: Resultado final da avaliac¸a˜o da repetibilidade.
Tempo N´ıvel Concentrac¸a˜o Recuperac¸a˜o Limites RSD Limites
de Colheita (%) [mg/L] (%) (%) (%) (%)
2min
60% 0.500 98.1
95-105
0.28
<5
100% 1.000 99.4 0.07
120% 1.200 98.8 0.17
5min
60% 0.500 101.8 0.47
100% 1.000 100.9 0.39
120% 1.200 100.9 0.74
10min
60% 0.500 101.4 0.18
100% 1.000 100.4 0.37
120% 1.200 100.7 0.48
O paraˆmetro repetibilidade apresenta valores dentro dos limites de especifi-
cac¸a˜o [95 % - 105 %] para a validac¸a˜o deste paraˆmetro, sendo ainda o desvio
padra˜o relativo, inferior ao valor estabelecido como m´ınimo para a discrepaˆn-
cia nume´rica entre medic¸o˜es. Em todos os n´ıveis estudados, o valor do desvio
percentual e´ inferior a 5 %, validando os resultados para o ensaio estudado.
4.2.6 Estabilidade das Soluc¸o˜es
O estudo de estabilidade consiste em avaliar a estabilidade das soluc¸o˜es padra˜o
e das soluc¸o˜es de fo´rmula reconstitu´ıda a` temperatura ambiente considerando
como tempo inicial o resutado cromatografico da injec¸a˜o da soluc¸a˜o de fo´rmula
resconstituida imediatamente apo´s a sua preparac¸a˜o (t= 0horas). De modo a
efetuar o estudo da estabilidade das soluc¸o˜es, analisaram-se treˆs soluc¸o˜es de fo´r-
mula reconstitu´ıda apo´s filtrac¸a˜o. Estas soluc¸o˜es foram mantidas a` temperatura
ambiente e analisadas em triplicado em intervalos de 24 horas. Os resultados da
tabela 4.16 compilam os valores dos fatores de resposta obtidos apo´s o ensaio
ate´ ao limite de 72 horas.
O estudo de estabilidade, para as amostras analisadas apresenta valores de
prova inferiores a 0.05 para o tempo 24 horas e acima de 0.05 para os restantes
tempo avaliados, 48 horas e 72 horas, 0.082 e 0.081, respetivamente, o que
indica uma similaridade estat´ıstica entre estes u´ltimos e o tempo inicial. O
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Tabela 4.16: Resultados da ana´lise da estabilidade da soluc¸a˜o fo´rmula recons-
titu´ıda (BlueO FR)
Amostra
RF RF RF RF
t=0h t=24h t=48h t=72h
#1 7.903E+06 7.885E+06 7.897E+06 7.925E+06
#2 8.603E+06 8.560E+06 8.581E+06 8.585E+06
#3 8.570E+06 8.531E+06 8.552E+06 8.574E+06
RF (n=3) 8.359E+06 8.325E+06 8.343E+06 8.362E+06
Evoluc¸a˜o de RF - -0.40 -0.18 0.04
T-test (p-value) - 0.047 0.082 0.081
tempo 24 horas, apresenta um valor de prova para um intervalo de confianc¸a de
95 % de 0.047, que por aproximac¸a˜o a`s de´cimas representa um valor de 0.05,
por este fato foram analisados os tempos de 48 horas e 72 horas. O resultado
para os u´ltimos dois tempos 48 e 72 horas corrobora a suspeita de um erro
anal´ıtico na quantificac¸a˜o da substancia ativa para o tempo 24 horas. De fato
uma substaˆncia ativa que e´ esta´vel ao fim de 48 horas, tera´ inevitavelmente
de ser esta´vel nas primeiras 24 horas do ensaio, ja´ que a perda de estabilidade
na˜o e´ uma reac¸a˜o revers´ıvel. Mais ainda, o resultado do desvio (evoluc¸a˜o dos
fatores de resposta) e´ inferior a 2 % para todos os tempo estudados, 24 horas,
48 horas e 72 horas, −0.40, −0.18 e 0.04, respetivamente, o que confere certeza
estat´ıstica na avaliac¸a˜o realizada.
4.3 Estudo de estabilidade do lote piloto
Os ensaios de dissoluc¸a˜o sa˜o cada vez mais reconhecidos como um elemento es-
sencial no desenvolvimento e otimizac¸a˜o de produtos farmaceˆuticos bem como
na avaliac¸a˜o da qualidade e desempenho dos mesmos. Os ensaios de dissoluc¸a˜o
demonstraram possuir aplicac¸o˜es em diversas a´reas de investigac¸a˜o, como as
correlac¸o˜es in vitro-in vivo e o estabelecimento de similaridade entre diferen-
tes formas farmaceˆuticas gene´ricas por comparac¸a˜o aos respetivos produtos de
refereˆncia. Do resultado de um ensaio de dissoluc¸a˜o obte´m-se a velocidade a
que uma formulac¸a˜o liberta uma determinada quantidade de fa´rmaco, um paraˆ-
metro u´til para verificar o comportamento do mesmo em condic¸o˜es fisiolo´gicas
simuladas e tambe´m para avaliar a qualidade de produc¸a˜o e a consisteˆncia dos
resultados nos ensaios cl´ınicos [75]. O perfil de dissoluc¸a˜o e´ obtido por deter-
minac¸a˜o da concentrac¸a˜o de substaˆncia ativa no meio de dissoluc¸a˜o em func¸a˜o
70 CAPI´TULO 4. RESULTADOS E DISCUSSA˜O
do tempo, como representado na figura 4.13. Por razo˜es pra´ticas, a curva de
dissoluc¸a˜o na˜o e´ observada de forma cont´ınua, mas por um conjunto de pontos,
representativos dos tempos de colheita ate´ ao fim do ensaio.
A especificac¸a˜o para aprovac¸a˜o do produto, assente nos princ´ıpios apresen-
tados na secc¸a˜o 2.5.3, estabelece que na˜o menos de 85 % de substaˆncia ativa
esteja dissolvida apo´s 5 minutos do in´ıcio do ensaio de dissoluc¸a˜o, isto e´, no
ponto 5 min do perfil de dissoluc¸a˜o, Q devera´ ser igual ou superior a 85 %.
O ensaio de dissoluc¸a˜o decorre de acordo com as condic¸o˜es pre´-validadas,
apresentadas na secc¸a˜o 3.1.5.2 e tem inicio com a introduc¸a˜o de um filme em
cada um dos seis vasos do dissolutor. Nos tempos 2, 5, 10, 20, e 30 minutos
sa˜o retirados para ana´lise 8 mL de meio de dissoluc¸a˜o e repostos 8 mL de meio
novo. O meio retirado e´ filtrado com filtros compat´ıveis, e colocado em vial para
ana´lise cromatogra´fica, e acordo com as condic¸o˜es cromatogra´ficas apresentadas
na subsecc¸a˜o 3.1.5.2.
Os valores de a´rea obtidos em cada um dos tempos nos seis vasos sa˜o
comparados contra a a´rea do padra˜o injetado na sequeˆncia de ana´lise e a quan-
tificac¸a˜o da percentagem de substaˆncia ativa dissolvida (Q), e´ calculada a partir
das equac¸o˜es 2.25 e 2.26, de acordo com o respetivo tempo de colheita.
Os controlos, injetados apo´s cada seis amostras injetadas, servem como
evideˆncia da performance do equipamento ao longo da ana´lise, de acordo com
a sequeˆncia:
 Branco - Solvente (3 injec¸o˜es ou ate´ estabilizac¸a˜o da linha de base);
 Padra˜o BlueOS SA #1 100 % [0.00100 mg/mL] (3 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #2 100 % [0.00100 mg/mL] (3 injec¸o˜es)
 Amostra (x) min; vaso (y) (ate´ ao ma´ximo de 6 injec¸o˜es)
 Padra˜o BlueOS SA #1 ou #2 100 % [0.00100 mg/mL] Controlo (1 injec¸a˜o a cada 6
amostras)
4.3.1 Perfil de estabilidade da formulac¸a˜o inicial
A estabilidade da formulac¸a˜o inovadora teve inicio no momento da produc¸a˜o do
lote piloto, T= 0 meses. Neste caso particular, o produto foi armazenado numa
caˆmara de ambiente controlado, com as condic¸o˜es de temperatura (T) de 25 º
C e 60 % de humidade relativa (HR).
O gra´fico da figura 4.13 apresenta o perfil de dissoluc¸a˜o do lote piloto, t= 0
meses. Em anexo, na tabela 1, esta˜o sistematizados os resultados base para o
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Figura 4.13: Perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa em t= 0 meses
estabelecimento do perfil de dissoluc¸a˜o apresentado. A ana´lise de libertac¸a˜o do
lote cumpre a especificac¸a˜o do produto acabado para este ensaio, uma vez que,
em todos os vasos, e´ apresentada uma percentagem de libertac¸a˜o da substaˆncia
ativa superior a 85 %, no ponto de colheita referente aos 5 minutos de ensaio.
Neste ponto, verifica-se ja´ uma percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa
que chega a ultrapassar os 100 %, chegando aos 117.58 %, no vaso nu´mero
cinco, aos 30 minutos de ensaio. A variabilidade de resultados entre vasos e´
significativa. A observac¸a˜o do gra´fico permite verificar que o filme colocado no
vaso nu´mero cinco, apresenta um perfil de dissoluc¸a˜o mais ra´pido, quando com-
parado com os restantes. Contrariamente ao resultado obtido para este u´ltimo,
o vaso nu´mero um apresenta uma ligeira quebra no perfil nos primeiros dois
tempos do ensaio, 2 minutos e 5 minutos, embora se mantenha mais pro´ximo
do perfil dos restantes filmes e consequentemente da me´dia global. Os resulta-
dos aprovam a libertac¸a˜o do produto, uma vez que a especificac¸a˜o e´ cumprida,
no entanto, a extrapolac¸a˜o da percentagem de dissoluc¸a˜o muito acima dos 100
%, nos primeiros tempos do ensaio e a variabilidade entre os perfis de dissoluc¸a˜o
entre filmes do mesmo lote comec¸aram a reunir atenc¸a˜o por parte do analista.
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4.3.2 Perfil de estabilidade da formulac¸a˜o ao fim de um meˆs
Apo´s um meˆs de armazenamento nas condic¸o˜es controladas (T = 25 ºC; HR=
60 %) o produto foi retirado das caˆmaras clima´ticas e foi analisado. Os gra´ficos
das figuras 4.14, 4.15, 4.16 e 4.17, apresentam os perfis de dissoluc¸a˜o do produto
para dois ensaios de dissoluc¸a˜o realizados no tempo um meˆs de estabilidade (t=
1 meˆs)
Figura 4.14: Perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa em t= 1 meˆs, esta´gio E1
O gra´fico da figura 4.14 apresenta o perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa,
apo´s um meˆs de armazenamento. Os resultados para o estabelecimento do
gra´fico encontram-se descritos na tabela 2, em anexo. Apo´s um meˆs da data da
produc¸a˜o, o produto apresenta um perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa mais
lento do que aquele obtido em t= 0 meses. A variabilidade entre filmes e´ menor,
no entanto, o filme colocado no vaso de dissoluc¸a˜o nu´mero seis na˜o cumpre a
especificac¸a˜o, apresentando aos 5 minutos uma percentagem de libertac¸a˜o da
substaˆncia ativa de 55.95 %. Este resultado obriga, como abordado em assunto
no cap´ıtulo 2, secc¸a˜o 2.5.3, a que o lote seja submetido a uma repetic¸a˜o do
ensaio, passando a ser avaliado segundo as especificac¸o˜es do esta´gio E2.
A figura 4.15 apresenta o perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa, estabele-
cido com base nos resultados descritos na tabela 3, em anexo. A repetic¸a˜o do
ensaio revela um perfil, no geral mais lento do que aquele obtido no esta´gio E1
para o mesmo tempo. A variabilidade e´ similar entre os dois ensaios mas um dos
filmes, novamente aquele colocado no vaso seis, volta a apresentar um perfil de
libertac¸a˜o da substaˆncia ativa mais lento do que os restantes. A especificac¸a˜o
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Figura 4.15: Perfil de libertac¸ao da substaˆncia ativa em t= 1 meˆs, esta´gio E2
individual do produto e´ cumprida, uma vez que todos os vasos apresentam uma
percentagem de libertac¸a˜o acima dos 85 %. Nestes casos, para ale´m da avali-
ac¸a˜o da especificac¸a˜o individual do produto, a especificac¸a˜o para avaliac¸a˜o dos
resultados para produtos que realizam o esta´gio E2 em ensaios de dissoluc¸a˜o
tambe´m e´ exigida. Como descrito no cap´ıtulo 2, secc¸a˜o2.5.3, o resultado da
me´dia dos doze filmes testados (E1+E2) deve ser superior a` especificac¸a˜o, 85
% e nenhuma das doze medic¸o˜es pode, individualmente, apresentar um valor
inferior a Q−15 % neste caso 65 %. Em anexo, a tabela 4, apresenta os re-
sultados relativos aos esta´gios E1 e E2. A me´dia das doze medic¸o˜es apresenta
um valor superior ao valor da especificac¸a˜o, Q= 88.9 %, o que aprova o re-
sultado do segundo ensaio. Ainda assim, o valor percentual do vaso nu´mero
seis, da primeira determinac¸a˜o, apresenta um valor de 55.95 % de substaˆncia
ativa dissolvida aos 5 minutos de ensaio. Este valor na˜o permite o cumprimento
do segundo requisito para o esta´gio E2, uma vez que e´ inferior a Q−15 %, o
estabelece que o produto tenha de ser neste caso submetido a mais dois ensaios
de dissoluc¸a˜o, constituindo, estas u´ltimas o esta´gio E3.
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Figura 4.16: Perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa em t= 1 meˆs, esta´gio E3
(1)
A figura 4.16, apresenta o perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa, dos resul-
tados descritos em anexo, tabela 5, referente a` primeira dissoluc¸a˜o do esta´gio
E3 para o tempo de estabilidade t= 1 meˆs. Os resultados revelam uma baixa
variabilidade quando comparada com aquela caracter´ıstica do produto ate´ este
ensaio. Os resultados sa˜o positivos, na medida em que cumprem a especificac¸a˜o
com valor me´dio e individuais superiores a 85 % e nenhum valor abaixo de 65
% no tempo 5 min.
A figura 4.17 apresenta o perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa do segundo
ensaio para o esta´gio E3. Os resultados que originaram o perfil estabelecido
encontram-se descritos na tabela 6, em anexo. O perfil de dissoluc¸a˜o para o
segundo ensaio do esta´gio E3 apresenta resultados muito discrepantes quando
comparados com o primeiro ensaio do mesmo esta´gio. A variabilidade e´ muito
pronunciada particularmente aquela apresentada pelo filme colocado no vaso
nu´mero um, comparada com os restantes filmes dos restantes vasos do ensaio.
Este, em particular, revela o perfil de libertac¸a˜o mais lento de todos os ensaios
realizados, com uma percentagem de dissoluc¸a˜o que na˜o ultrapassa o valor de
15.00 % de substaˆncia ativa dissolvida, ao fim dos primeiros dois minutos de
ensaio. No entanto, foi verificado que a embalagem prima´ria3 que continha
o filme introduzido neste vaso, na˜o se encontrava estanque, o que facilitou o
3Entende-se por material de embalagem prima´rio todo e qualquer material em contato
direto com o medicamento
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Figura 4.17: Perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa em t= 1 meˆs, esta´gio E3
(2)
contacto do produto com condic¸o˜es externas a` embalagem, por outro lado, o
mesmo na˜o se encontrava preso no fundo da embalagem, como estabelecido
nas especificac¸o˜es de embalamento e a alta temperatura a que sa˜o lacradas as
embalagens pode ter degradado o produto.
De facto, as formas farmaceˆuticas so´lidas sa˜o as que apresentam maior
estabilidade, dado a` auseˆncia de a´gua. Contudo podem sofrer alterac¸o˜es por
ac¸a˜o da humidade, ou mesmo do material onde se encontram acondicionadas
[72, 75]. A adsorc¸a˜o de humidade durante a fase de armazenamento pode afetar
a estabilidade f´ısica do medicamento, levando a alterac¸o˜es no seu aspeto, taxa
de libertac¸a˜o do fa´rmaco e perfil de impurezas [67, 70].
De acordo com Oliveira et al. 2011, o material de embalagem prima´rio,
quando em contacto com o medicamento, na˜o deve reagir qu´ımica ou fisica-
mente com o seu conteu´do de forma a na˜o alterar a sua poteˆncia, qualidade e
pureza, acima dos limites estabelecidos [70]. E´ importante que a sua escolha
seja feita de acordo com a influeˆncia que o mesmo exerce sobre a estabilidade
do produto, assim como tambe´m na sua capacidade de preservar a estabilidade
do medicamento durante o seu armazenamento. Segundo Lachman et. al,
2001, embalagens prima´rias defeituosas, podem comprometer a estabilidade da
maioria dos medicamentos [68].
Ainda assim, a percentagem de substaˆncia ativa libertada no vaso deste
filme, para ale´m de ter cumprido a especificac¸a˜o exigida para o ensaio, 85 % de
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dissoluc¸a˜o aos 5 minutos, atingiu, tal como os restantes a percentagem de 100
% de dissoluc¸a˜o ate´ ao final do ensaio.
A tabela 7, em anexo, compila a avaliac¸a˜o para aprovac¸a˜o do produto apo´s
o esta´gio E3. De acordo com o cap´ıtulo 2, secc¸a˜o 2.5.3, apo´s realizac¸a˜o do esta´-
gio E3, no total das vinte e quatro unidades testadas (E1+E2+E3) na˜o podera´
existir mais de duas medic¸o˜es abaixo de 65 % e nenhuma podera´ apresentar um
valor abaixo de 55 %. Para ale´m deste crite´rio, a me´dia das vinte e quatro medi-
c¸o˜es, na˜o podera´ estar abaixo do valor de 85%. Os resultados obtidos aprovam
a continuac¸a˜o do estudo de estabilidade do produto. Na˜o existem medic¸o˜es,
cuja percentagem individual apresente valores inferiores a Q−25 %, sendo a
me´dia total dos quatro ensaios realizados, superior ao valor da especificac¸a˜o
para aprovac¸a˜o do produto acabado.
4.3.3 Perfil de estabilidade da formulac¸a˜o apo´s um meˆs e meio
A figura 4.18 apresenta o perfil de dissoluc¸a˜o do produto um meˆs e meio apo´s
a sua produc¸a˜o e armazenamento em condic¸o˜es controladas (T= 25 ºC, 60 %
RH). A tabela 8, em anexo, descreve os resultados base para o estabelecimento
do perfil de dissoluc¸a˜o.
Figura 4.18: Perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa em t= 1.5 meses, esta´gio
E1
O retardamento geral no perfil, quando comparado com os tempos anteri-
ores, e´ claro. No fim do ensaio apenas 50 % dos filmes, correspondentes aos
vasos dois, quatro e seis na˜o atinge os 100 % de dissoluc¸a˜o, apresentando per-
4.3. ESTUDO DE ESTABILIDADE DO LOTE PILOTO 77
centagens de libertac¸a˜o de 96.23 %, 99.63 %, e 60.74 %, respetivamente. A
me´dia das seis medic¸o˜es na˜o ultrapassa o valor da especificac¸a˜o para os 5 mi-
nutos de ensaio. O valor de Q no tempo limite da especificac¸a˜o e´ de 79.49 %, o
que leva o produto ao esta´gio E2. O vaso seis, por sua vez apresenta um valor
de 16.90 % de substaˆncia ativa libertada, o que contribuiu diretamente para
este resultado.
Figura 4.19: Perfil de libertac¸a˜o da substaˆncia ativa em t= 1.5 meses, esta´gio
E2
A figura 4.19 apresenta o perfil de dissoluc¸a˜o do esta´gio E2. Os resultados
de origem do mesmo encontram-se descritos na tabela 9, em anexo.
Os resultados apresentados voltam a definir a variabilidade do produto como
muito elevada, ainda assim o valor me´dio de Q aos 5 minutos de ensaio, 88.02
%, cumpre a especificac¸a˜o exigida. A tabela 10, anexa, apresenta os valores das
percentagens de substaˆncia ativa libertada para os doze filmes dos ensaios E1
e E2 a que o produto foi submetido no tempo um meˆs e meio. Os resultados
apresentados na˜o cumprem a especificac¸a˜o para o esta´gio E2, uma vez que uma
das doze medic¸o˜es e´ inferior a 16.90 %, o que obrigaria o produto a seguir para
o esta´gio E3. No entanto, a observac¸a˜o dos resultados permite-nos antecipar
a na˜o aprovac¸a˜o do produto no esta´gio E3. A medic¸a˜o obtida no filme do
vaso seis, da primeira dissoluc¸a˜o, e´ inferior a Q−25 %, A especificac¸a˜o para
avaliac¸a˜o dos produtos, em esta´gio E3, especifica que, nenhuma das vinte e
quatro medic¸o˜es podera´ apresentar um valor inferior a Q−25 %. O estudo
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de estabilidade terminou, por isso, no tempo um meˆs e meio do estudo de
estabilidade.
De acordo com Santos, 2012, os fatores ambientais que podem influen-
ciar diretamente a estabilidade de um medicamento dividem-se entre f´ısicos e
qu´ımicos [72]
A temperatura e humidade, discutidos anteriormente, fazem parte dos fato-
res qu´ımicos. A estabilidade qu´ımica pode ser definida como a capacidade de
uma substaˆncia manter as suas caracter´ısticas qu´ımicas e desempenho dentro
das especificac¸o˜es legisladas, de salientar que esta e´ apenas uma das muitas
formas de perda de conteu´do de princ´ıpio ativo [66-68, 72].
Os fatores f´ısicos, por outro lado, relacionam-se com a pro´pria formulac¸a˜o.
As caracter´ısticas do princ´ıpio ativo, os excipientes constituintes da formulac¸a˜o,
o processo de produc¸a˜o, o tipo de material e caracter´ısticas da embalagem
prima´ria, podem ter uma influeˆncia direta no desempenho do medicamento [67,
71].
De acordo com a maioria dos autores, a forma mais estudada e facilmente
compreendida de instabilidade e´, de fato, a diminuic¸a˜o do teor de princ´ıpio ativo
que tem como consequeˆncia, a diminuic¸a˜o do efeito terapeˆutico [72, 76].
A instabilidade f´ısica, apesar de ser menos referida, por vezes, pode revelar-
se importante, pois as alterac¸o˜es que a forma farmaceˆutica pode sofrer durante
o armazenamento podem ter implicac¸o˜es mais graves do que a instabilidade
qu´ımica [72].
A forma f´ısica original deve ser mantida, assim como as caracter´ısticas orga-
nole´ticas, apareˆncia, uniformidade e dissoluc¸a˜o [77]. A formac¸a˜o/crescimento
de cristais, alterac¸o˜es na velocidade de dissoluc¸a˜o ou desintegrac¸a˜o, formac¸a˜o
de sedimento e descolorac¸a˜o sa˜o exemplos de alterac¸o˜es f´ısicas [68].
Para ale´m dos fatores qu´ımicos e f´ısicos, a escolha do equipamento de dis-
soluc¸a˜o e´ fulcral para a obtenc¸a˜o de resultados fia´veis do comportamento da
formulac¸a˜o durante o ensaio de dissoluc¸a˜o.
A utilizac¸a˜o de um equipamento de pa´s, identificados com alguns aspetos
negativos, como a baixa homogeneidade do princ´ıpio ativo no vaso de dissolu-
c¸a˜o ou a aglomerac¸a˜o de part´ıculas devido a`s caracter´ısticas hidrodinaˆmicas e
velocidade de agitac¸a˜o do pro´prio equipamento podem tambe´m explicar a dimi-
nuic¸a˜o da percentagem de substaˆncia ativa libertada. De fato, os equipamentos
com pa´ agitadora e com cesto de rede sa˜o normalmente a primeira opc¸a˜o para
realizar os ensaios de dissoluc¸a˜o em formas farmaceˆuticas so´lidas de libertac¸a˜o
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imediata. No entanto, na˜o sa˜o apropriados para todo o tipo de princ´ıpio ativo
e forma farmaceˆutica. Mais ainda, a adaptac¸a˜o de discos de dissoluc¸a˜o para
sequestro do filme durante o ensaio e que sa˜o adicionados ao meio pelo analista
podem tambe´m explicar a significativa variabilidade nos resultados [73, 78].
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Cap´ıtulo 5
Concluso˜es
Foram pre´-validados dois me´todos de ana´lise, conteu´do e dissoluc¸a˜o, que deram
origem a` autorizac¸a˜o de produc¸a˜o do primeiro lote piloto da formulac¸a˜o inova-
dora e analisado o perfil dissoluc¸a˜o deste ate´ ao tempo de estabilidade de um
meˆs e meio que permitiu avaliar a robustez e o desempenho da formulac¸a˜o.
A pre´-validac¸a˜o dos me´todos anal´ıticos de conteu´do e dissoluc¸a˜o, e a ade-
quabilidade dos mesmos ao propo´sito para o qual foram desenvolvidos, permitiu
a autorizac¸a˜o de produc¸a˜o do novo produto. Esta etapa, fulcral e imprescind´ıvel
para o avanc¸o ate´ aos ensaios de biodisponibilidade, foi ultrapassada.
O me´todo anal´ıtico de dissoluc¸a˜o, demonstrou tambe´m a adequabilidade ao
fim para o qual foi desenvolvido, apresentando-se especifico, robusto e exato,
para ale´m de ra´pido e reprodut´ıvel. A estabilidade das amostras, ate´ setenta e
duas horas e´ um dos apontamentos centrais deste me´todo.
Por outro lado, os resultados do estudo de estabilidade permitiram identificar
problemas espec´ıficos ao n´ıvel da formulac¸a˜o com enfoque muito particular para
as condic¸o˜es de embalamento do produto.
Centrado no ensaio de dissoluc¸a˜o, o estudo de estabilidade permitiu estabe-
lecer uma correlac¸a˜o in vitro-in vivo, no que diz respeito a` libertac¸a˜o da subs-
taˆncia ativa da formulac¸a˜o desenvolvida, e evidenciar que era necessa´rio ainda
mais trabalho de desenvolvimento da formulac¸a˜o antes de se avanc¸ar para um
ensaio cl´ınico de biodisponibilidade e bioequivaleˆncia.
Da ana´lise de resultados relativos aos perfis de dissoluc¸a˜o do medicamento
ate´ um meˆs e meio de armazenamento, conclui-se que existe uma significativa
variabilidade de resultados no que respeita ao comportamento da formulac¸a˜o.
Os resultados deste sa˜o efetivamente, positivos, a formulac¸a˜o atinge o n´ıvel de
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100 % em todos os tempos de estabilidade, no entanto, e´ clara a diferenc¸a
nos resultados de cada perfil e identificam-se filmes, produzidos e analisados
nas mesmas condic¸o˜es que os restantes, com um desempenho muito abaixo do
esperado.
A escolha das condic¸o˜es do ensaio podera´ ser um dos motivos para os resulta-
dos alcanc¸ados, no entanto, a pre´-validac¸a˜o do me´todo de dissoluc¸a˜o apresenta
resultados totalmente compat´ıveis com a ana´lise da formulac¸a˜o.
Por outro lado a etapa de embalamento do produto (condic¸o˜es e material de
embalagem prima´ria) parecem estar a influenciar negativamente o desempenho
da formulac¸a˜o. Embora haja possibilidade de a formulac¸a˜o ainda carecer de
o´timizac¸a˜o, as condic¸o˜es de embalamento carecem mais atenc¸a˜o. Na produc¸a˜o
deste primeiro lote na˜o foram utilizados me´todos de certificac¸a˜o para a estan-
quicidade das embalagens e mais ainda, o facto do lote ter sido todo embalado
manualmente pode justificar a variabilidade dos resultados intra perfis. Desta
forma, o seguimento do estudo partira´ por fazer modificac¸o˜es na formulac¸a˜o
que permitam a obtenc¸a˜o de filmes com perfil de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa
mais esta´vel ao longo do tempo.
Ao n´ıvel da produc¸a˜o, outros materiais de embalagem devera˜o ser testados,
bem como as condic¸o˜es de para acondicionamento do produto, a temperatura
usada para a selagem das saquetas, o tamanho das mesmas e os ensaios de
estanquicidade devera˜o ser aspetos aperfeic¸oados ou introduzidos para garantir
a auseˆncia total de contanto da formulac¸a˜o com condic¸o˜es adversas ao seu
desempenho f´ısico-qu´ımico.
Todo o trabalho realizado permitiu retirar concluso˜es positivas ao n´ıvel do
projeto em questa˜o. O seguimento passara´ pela resoluc¸a˜o dos problemas iden-
tificados com vista a tornar o produto mais robusto e menos sens´ıvel a fatores
identificados como cr´ıticos ao longo da presente dissertac¸a˜o. Em suma, todos
os objetivos para os quais o presente projeto se propunha dar respostas, foram
atingidos.
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Tabela 1: Percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa em t= 0 meses
Tempo Substaˆncia ativa dissolvida (%)
(min) Vaso 1 Vaso 2 Vaso 3 Vaso 4 Vaso 5 Vaso 6 Me´dia
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 42.61 65.34 64.42 69.32 96.20 56.38 65.71
5 98.45 106.49 101.62 110.02 115.33 101.70 105.60
10 101.84 108.45 105.45 112.41 116.99 107.78 108.82
20 103.13 109.45 103.96 113.66 117.82 106.58 109.10
30 104.39 109.49 104.90 113.34 117.58 107.62 109.63
Tabela 2: Percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa em t= 1 meˆs, esta´gio
E1
Tempo Substaˆncia ativa dissolvida (%)
(min) Vaso 1 Vaso 2 Vaso 3 Vaso 4 Vaso 5 Vaso 6 Me´dia
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 30.21 54.21 32.97 35.00 39.69 7.09 33.20
5 85.87 90.10 90.87 91.33 84.47 55.94 83.10
10 98.23 90.06 102.71 102.72 92.26 83.41 95.23
20 99.81 91.97 105.33 104.33 92.49 90.11 97.34
30 101.66 91.82 104.36 106.72 94.14 91.72 98.40
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Tabela 3: Percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa em t= 1 meˆs, esta´gio
E2
Tempo Substaˆncia ativa dissolvida (%)
(min) Vaso 1 Vaso 2 Vaso 3 Vaso 4 Vaso 5 Vaso 6 Me´dia
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 60.54 47.14 59.54 58.70 62.94 32.06 53.49
5 101.78 98.98 97.13 89.92 93.09 88.51 94.90
10 109.33 105.65 99.50 95.78 98.15 105.96 102.40
20 109.61 106.39 101.98 97.23 98.25 108.08 103.59
30 111.00 107.09 101.53 96.43 99.04 106.97 103.66
Tabela 4: Percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa em t= 1 meˆs, esta´gio
(E1+E2)
Tempo
Amostra
Substaˆncia ativa
Avaliac¸a˜o
(min) dissolvida (%)
5 Vaso 1 85.87 Cumpre
5 Vaso 2 90.10 Cumpre
5 Vaso 3 90.87 Cumpre
5 Vaso 4 91.33 Cumpre
5 Vaso 5 84.47 Cumpre
5 Vaso 6 55.94 Na˜o Cumpre
5 Vaso 1 101.78 Cumpre
5 Vaso 2 98.98 Cumpre
5 Vaso 3 97.13 Cumpre
5 Vaso 4 89.92 Cumpre
5 Vaso 5 93.09 Cumpre
5 Vaso 6 88.51 Cumpre
Me´dia (n=12) 88.90 Cumpre
Tabela 5: Percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa em t= 1 meˆs, esta´gio
E3 (1)
Tempo Substaˆncia ativa dissolvida (%)
(min) Vaso 1 Vaso 2 Vaso 3 Vaso 4 Vaso 5 Vaso 6 Me´dia
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 30.66 47.65 28.09 41.50 45.77 39.67 38.89
5 94.82 93.77 88.11 87.05 96.81 90.33 91.81
10 107.75 103.09 105.04 100.44 106.23 102.98 104.25
20 108.52 104.03 105.90 102.77 107.45 104.61 105.55
30 110.55 104.17 106.59 102.07 108.44 103.76 105.93
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Tabela 6: Percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa em t= 1 meˆs, esta´gio
E3 (2)
Tempo Substaˆncia ativa dissolvida (%)
(min) Vaso 1 Vaso 2 Vaso 3 Vaso 4 Vaso 5 Vaso 6 Me´dia
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 15.00 67.78 56.04 42.90 53.59 38.52 45.64
5 72.71 98.40 93.95 85.67 94.80 90.27 89.30
10 97.96 100.21 100.65 97.26 101.20 103.31 100.10
20 107.12 100.65 102.27 97.82 102.30 104.34 102.41
30 108.06 100.87 101.90 97.22 101.16 104.74 102.32
Tabela 7: Percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa em t= 1 meˆs, esta´gio
(E1+E2+E3)
Tempo
Amostra
Substaˆncia ativa
Avaliac¸a˜o
(min) dissolvida (%)
5 Vaso 1 85.87 Cumpre
5 Vaso 2 90.10 Cumpre
5 Vaso 3 90.87 Cumpre
5 Vaso 4 91.33 Cumpre
5 Vaso 5 84.47 Cumpre
5 Vaso 6 55.94 Na˜o Cumpre
5 Vaso 1 101.78 Cumpre
5 Vaso 2 98.98 Cumpre
5 Vaso 3 97.13 Cumpre
5 Vaso 4 89.92 Cumpre
5 Vaso 5 93.09 Cumpre
5 Vaso 6 88.51 Cumpre
5 Vaso 1 94.82 Cumpre
5 Vaso 2 93.77 Cumpre
5 Vaso 3 88.11 Cumpre
5 Vaso 4 87.05 Cumpre
5 Vaso 5 96.81 Cumpre
5 Vaso 6 90.33 Cumpre
5 Vaso 1 72.71 Cumpre
5 Vaso 2 98.40 Cumpre
5 Vaso 3 93.95 Cumpre
5 Vaso 4 85.67 Cumpre
5 Vaso 5 94.80 Cumpre
5 Vaso 6 90.27 Cumpre
Me´dia (n=24) 89.78 Cumpre
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Tabela 8: Percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa em t= 1.5 meses,
esta´gio E1
Tempo Substaˆncia ativa dissolvida (%)
(min) Vaso 1 Vaso 2 Vaso 3 Vaso 4 Vaso 5 Vaso 6 Me´dia
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0,00
2 66.61 62.58 45.05 55.76 37.35 7.13 45.75
5 100.07 93.09 85.74 93.28 87.87 16.90 79.49
10 103.02 96.45 98.03 99.40 101.30 28.77 87.83
20 103.50 97.03 101.76 100.10 103.40 47.38 92.20
30 103.62 96.23 102.16 99.63 102.81 60.74 94.20
Tabela 9: Percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa em t= 1.5 meses,
esta´gio E2
Tempo Substaˆncia ativa dissolvida (%)
(min) Vaso 1 Vaso 2 Vaso 3 Vaso 4 Vaso 5 Vaso 6 Me´dia
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 58.22 61.68 43.52 41.76 65.70 36.03 51.15
5 90.20 94.31 88.20 88.48 81.11 85.85 88.02
10 95.12 100.06 98.18 100.92 82.85 99.59 96.12
20 96.24 100.37 100.25 103.25 83.40 101.4 97.48
30 96.10 99.85 99.94 102.86 82.97 100.92 97.11
Tabela 10: Percentagem de libertac¸a˜o de substaˆncia ativa em t= 1.5 meses,
esta´gio (E1+E2)
Tempo
Amostra
Substaˆncia ativa
Avaliac¸a˜o
(min) dissolvida (%)
5 Vaso 1 100.07 Cumpre
5 Vaso 2 93.04 Cumpre
5 Vaso 3 85.74 Cumpre
5 Vaso 4 93.28 Cumpre
5 Vaso 5 87.87 Cumpre
5 Vaso 6 16.90 Na˜o Cumpre
5 Vaso 1 90.20 Cumpre
5 Vaso 2 94.31 Cumpre
5 Vaso 3 88.20 Cumpre
5 Vaso 4 88.48 Cumpre
5 Vaso 5 81.11 Cumpre
5 Vaso 6 85.85 Cumpre
Me´dia (n=12) 83.85 Na˜o Cumpre
